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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ACP acil prenašalni protein (angl. acyl carrier protein) 
AS amonijev sulfat 
CFU enote, ki tvorijo kolonije (angl. colony forming units) 
CoA koencim A 
CSL Koruzna namakalna vodica 
CTC klortetraciklin 
dAS dodatek amonijevega sulfata k obstoječi koncentraciji v gojišču 
dH2O deionizirana voda 
ddH2O bidestilirana voda 
GOGAT glutamat:2-okoglutarat transaminaza 
GS glutamat sintaza 
HPLC visoko ločljiva teočinska kromatografija (angl. high-performance 
 liquid chromatography) 
KSα ketositnaza α 
KSβ ketosintaza β 
MES 2-(N-morfolino)etanosulfonska kislina 
MOPS 3-(N-morfolino)propanosulfonska kislina  
NH4+ amonijev ion 
NRPS neribosomalna peptid sintaza 
OTC oksitetraciklin 
PKS poliketid sintaza 
PMV volumen kompaktnega micelija (angl. packed mycelium volume) 
RNA ribonukleinska kislina 
RPM obrati na minuto (angl. revolutions per minute) 
S standardni odklon 
tRNA prenašalna RNA (angl. transfer RNA) 
UPLC ultra visoko ločljiva tekočinska kromatografija (angl. Ultra 
 Performance Liquid Chromatography) 
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Streptomicete so ene izmed najbolj preučenih rodov bakterij iz družine aktinomicet. 
Pomembne so zaradi svoje sposobnosti proizvajanja sekundarnih metabolitov, ki imajo 
antibiotično aktivnost (Jacob in Weissman, 2017). Streptomicete so gram pozitivne 
bakterije, ki jih najdemo predvsem v zemlji, lahko pa kolonizirajo tudi rizosfero rastlinskih 
korenin (Strap in Crawford, 2006). Njihova rast spominja na rast gliv, saj z razraščanjem 
filametoznih hif ustvarjajo micelij, ki se razrašča po čim večji površini, da lahko najbolje 
izkoristijo hranilne snovi iz substrata (Dyson, 2014). Ob pomanjkanju hranil se razvije zračni 
micelij, na katerem se tvorijo spore za pričetek novega življenjskega cikla. Celica obenem 
preklopi iz primarnega v sekundarni metabolizem in začne proizvajati sekundarne 
metabolite, ki ji lahko zagotavljajo prednost pred drugimi organizmi v rastnem okolju (Barka 
in sod, 2016). Streptomicete lahko poleg klasične morfologije rastejo tudi po principu 
raziskovanja, kjer se hife ne razvejajo, ampak rastejo hitro po celotnem substratu in iščejo 
primerne pogoje za rast in razvoj micelija, hkrati pa zavirajo rast ostalih prisotnih 
mikroorganizmov (Jones in Elliot, 2018). 
 
Streptoimcete za rast in večanje biomase uporabljajo gradnike, ki nastanejo v razgradnji 
energijskih virov v primarnem metabolizmu. Večina streptomicet za rast uporablja presnovo 
glukoze preko glikolize in pentoza-fosfatne poti, ki se nadaljujeta v cikel citronske kisline 
(Olano in sod, 2018). Presnova dušika poteka s pomočjo glutamin in glutamat sintaze, ki 
pretvorita glutamin in glutamat, ki sta glavna donorja dušika v metabolnih reakcijah (Dyson, 
2014). Ob pomankanju hranil v gojišču streptomicete preklopijo na sekundarni metabolizem, 
kjer z gradniki iz primarnega metabolizma poteka biosinteza bioaktivnih produktov (Hwang 
in sod., 2014). Biosinteza sekundarnih metabolitov v streptomicetah pogosto poteka z 
encimskimi kompleksi poliketid sintazami in neribosomalne peptidne sintaze. Poliketid 
sintaze (PKS) so encimski kompleksi, med katerimi poznamo tri tipe (I, II in III), ki jih 
mikroorganizmi uporabljajo za proizvajanje poliketidnih bioloških produktov. Z vrsto 
encimskih reakcij iz osnovnih in podaljševalnih enot (npr. acetil-CoA) nastane poliketidna 
molekula (Chan in sod., 2009). Neribosomalne peptidne sintetaze (NRPS) so podobno kot 
poliketid sintaze večmodulni encimi in katalizirajo reakcije, s katerimi nastajajo produkti, ki 
imajo v verigo vključeno amino kislino (Felnagle in sod., 2008). Poznamo pa tudi hibridne 
sisteme med PKS in NRPS (Hertweck, 2009). 
 
Tetraciklini so aromatski poliketidi, ena izmed večjih skupin bioaktivnih spojin, ki imajo v 
svoj strukturi aromatkse obroče. V to skupino spadajo protibakterijske, protivirusne, 
protirakave in protiglivne učinkovine (Pickens in Tang, 2010). Tetracikline so odkrili v 40. 
letih 20. stoletja in so od takrat glavni antibiotiki širokega spektra (Chopra in sod., 1992). 
Tetraciklini se vežejo na 30S podenoto ribosoma in s tem inhibirajo sintezo proteinov 
(Brodersen in sod., 2000). Tetraciklini se med seboj razlikujejo po funkcionalnih skupinah 
na aromatskih obročih. Poznamo tetracikline prve, druge in tretje generacije. Oksitetraciklin 
(OTC) je eden izmed glavnih predstavnikov tetraciklinov prve generacije, ki ga proizvaja 
bakterija Streptomyces rimosus. Od ostalih tetraciklinov se razlikuje po tem, da ima 
hidroksilno skupino na C5 in C6 atomu v tetraciklinski strukturi (Pickens in Tang, 2010). 
 
Zaradi intenzivne uporabe antibiotikov in razvoja rezistence bakterij na tetracikline je 
pomembno iskanje novih vrst antibiotikov in razvijanje novih metod gojenja s ciljem dviga 
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donosa ciljnih metabolitov (Elsayed in sod., 2015). Gojišča za biosintezo tetraciklinov so 
najbolj pogosto sestavljena iz več različnih kompleksnih virov ogljika in dušika. Zaradi 
prisotnosti kompleksnih in netopnih snovi natančna sestava gojišča ni znana in je zato 
bistveno oteženo vrednotenje metabolitov v obsegu raziskav metabolnih fluksov. Primerno 
topno in kemijsko definirano gojišče tako bistveno olajša analize metabolnih poti (D'Huys 
in sod. 2012). 
1.1 NAMEN  DELA 
V okviru magistrskega dela smo želeli razviti topno in kemijsko definirano gojišče za 
produkcijo oksitetraciklina z bakterijo Streptomyces rimosus. Gojišče se bo uporabljalo za 
metabolne študije pri optimizaciji S. rimosus kot gostitelja za produkcijo različnih mikrobnih 
produktov.   
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
1. Optimizirali bomo sestavo vegetativnega gojišča s sestavinami, ki so popolnoma 
topne v vodi. 
 
2. Optimizirali bomo produkcijsko gojišče s sestavinami, ki so popolnoma topne v 
vodi.  
 
3. Optimizirali bomo industrijsko produkcijsko gojišče s sestavinami, ki so 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZNAČILNOSTI BAKTERIJ rodu Streptomyces  
Bakterije rodu Streptomyces spadajo v razred Actinomyces. So Gram-pozitivne aerobne 
bakterije, ki se nahajajo predvsem v prsti. Iz ene spore streptomicete izrastejo filamentozni 
izrastki, ki se prepletejo v razvejan substratni micelij (Dyson, 2014; Hwang in sod., 2014). 
Aktinomicete proizvajajo več kot 45 % poznanih sekundarnih metabolitov z biološkim 
učinkom, od tega jih več kot 70 % proizvajajo streptomicete (Berdy, 2005). Streptomicete 
so postale pomembne v 40. letih 20. stoletja, ko so odkrili prvi antibiotik streptotricin, ki ga 
je proizvajala bakterija iz rodu Streptomyces (Procopio in sod., 2012). Najbolj zanimiva 
lastnost bakterij rodu streptomicet je sposobnost proizvanjanja sekundarnih metabolitov, ki 
so uporabni v industriji in farmaciji. Streptomicete proizvajajo številne učinkovine, kot so 
npr. protibakterijske, protitumorne, protiglivne, protivirusne, imunosupresorske in 
protiparazitne spojine (Ikeida in sod., 2014; Newman in Cragg, 2007). 
 
 
Slika 1: Mikroskopska slika bakterije Streptomyces rimosus (1000x povečava) 
 
2.1.1 Življenski cikel streptomicet 
Življenjski cikel streptomicet lahko razdelimo v 3 morfološke stadije; vegetativna hifa, 
zračna hifa in spora (Jones in Elliot, 2018). Ko pride spora v okolje s primernimi pogoji za 
rast, začne kaliti. Kaljene spore se razvijejo v filamente s premerom 0,5-1 um (Flärdh in 
Buttner, 2009). Filamenti so navadno večjedrni, rastejo na koncih in se razvijejo v substratni 
micelij, ki se razrašča po površini in v globino hranilnega gojišča (Madigan in sod., 2009). 
Ob pomankanju hranil v gojišču streptomiceta začne proizvajati zračne hife. Prične se 
samodejno odmiranje in razkroj substratnega micelija, ki zagotovi snovi, potrebne za rast 
zračnega micelija. Te snovi so aminokisline, aminosladkorji, nukleotidi in lipidi. Proste 
hranilne snovi lahko privlačijo druge kompetitivne organizme v okolju, zato začne 
streptomiceta v trenutku razkroja proizvajati še sekundarne metabolite, ki ji zagotavljajo 
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prednost pred ostalimi mikroorganizmi (Barka in sod., 2016). Zračne hife rastejo na enak 
način kot filamenti substratnega micelija. Zaradi hidrofobnosti se dvigne iz podlage in se 
razvije v zračni micelij. Ko se zaključi rast hif, se sprožijo signali za sporulacijo. V hifi se 
začnejo pojavljati prečne stene, ki ločijo jedra iz večjedrne hife in ustvarijo predspore, iz 
katerih se kasneje razvijejo spore. S razpršitvijo spor se prične nov cikel (Madigan in sod., 
2009). Nedavno so odkrili (Jones in Elliot, 2018), da lahko nekatere vrste streptomicet 
razvijejo drugačen življenski cikel. Ko v gojišču primankuje glukoze in je prisotnih veliko 
aminokislin, streptomiceta pa raste v bližini glive, streptomiceta začne rasti na ti. način 
raziskovanja. Na sliki 2 vidimo primer običajne rasti in načina raziskovanja. Iz spore se 
razvijejo hife, ki najprej prerastejo kvasovko. V času, ko kvasovka porablja glukozo v 
okoliškem gojišču, se iz hif razvijejo zračni micelij in spore. Potem streptomiceta z ravnimi, 
nerazvejanimi hifami zelo hitro, do 10x hitreje kot v običajnem celičnem ciklu, preraste 
gojišče. Na tak način lahko poleg gojišča preraste tudi druge trdne površine, kot npr. plastiko 
ali kamenje. Hife izločajo trimetilamin, ki dviguje pH vrednost v gojišču, obenem pa 




Slika 2:Shema klasičnega življenjskega cikla streptomicet in načina raziskovanja (prirejeno po Jones in Elliot, 
2018) 
2.1.2 Taksonomija streptomicet 
V preteklosti je zaradi vedno večjega iskanja in odkrivanja novih antibiotikov prišlo do re-
klasifikacije rodu streptomicet. Mikroorganizem, ki je proizvedel nov produkt, je bil označen 
kot nova vrsta in bil patentiran. To je privedlo do več kot 3000 vrst (od teh vrst je bila večina 
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poimenovana večkrat) v rodu Streptomyces (Anderson in Wellington, 2001). S časom se je 
izkazalo, da je število vrst precenjeno in ne ustrezajo kriterijem za ločitev v ločene 
taksonomske enote (Kieser in sod., 2000). Kasneje so glede na fenotipske in genotipske 
lastnosti preoblikovali kriterije (Anderson in Wellington, 2001). Labeda (2011) poroča, da 
je znanih 576 vrst, vendar če pogledamo na taksonomsko ureditev v StreptomeDB bazi 
podatkov, najdemo več kot 1385 vrst (StreptomeDB, 2018). Streptomicete se od drugih 
aktinomicet ločijo po sestavi celične stene, karakterizirane kot tip I sensu. Za ta tip stene je 
značilno, da imajo poleg značilnih sladkorjev v celični steni LL-diaminopleinsko kislino in 
glicin (Lechevalier in sod., 1971). 
 
Taksonomska uvrstitev Streptomyces rimosus (NCBI Taxsonomy Browser, 2018): 
Kraljestvo: Bacteria 
 Deblo: Actinobacteria 
  Razred: Actinobacteria 
   Red: Streptomycetales 
    Družina: Streptomycetaceae 
     Rod: Streptomyces 
      Vrsta: S. rimosus 
 
2.1.3 Ekologija streptomicet 
Streptomicete so saprofitske aktinomicete, ki v zemlji razgrajujejo organske snovi, kot sta 
škrob in hitin. Lahko naseljujejo rizosfero korenin rastlin, kjer so v sinergističnem 
medsebojnem odnosu. Rastline preko korenin izločajo sladkorje, aminokisline, organske 
kisline, lipide, sterole in vitamine, ki služijo mikroorganizmu kot snovi za rast. 
Mikroorganizem hranilne snovi porabi za produkcijo protimikrobnih in protiglivnih snovi, 
ki ščitijo koreninski sistem in rastlino (Strap in Crawford, 2006). V tleh jih najdemo v 
količinah med 104 in 107 CFU na gram prsti (Schrempf, 2006), večina jih raste v pH 
območju med 6,8 in 8 ter v optimalnem temperaturnem območju med 25 in 35 °C (Dworkin 
in sod., 2006). 
2.1.4 Primarni metabolizem streptomicet 
Primarni metabolizem gostitelju zagotavlja vse gradnike, ki jih potrebuje za rast in razvoj. 
Večino streptomicet za presnovo glukoze uporablja Embden-Meyergof-Parnasovo pot in 
pentoza fosfatno pot, ki sta med seboj povezani (Olano in sod., 2008).  Bakterije, kot npr. 
Streptomyces tenebrarius, lahko poleg teh poti uporabljajo še Entner-Doudoroffovo pot 
(Brodina in sod., 2005). Naslednja stopnja v metabolizmu je cikel citronske kisline, ki 
omogoča razgradnjo monosaharidov, maščobnih kislin in aminokislin v aerobnih pogojih 
(Lehninger in sod., 2005). Poznamo še glioksilatni cikel (Kronberg in Madsen, 1958) in pot 
etilmalonil-CoA (Erb, 2007), ki omogočata asimilacijo acetil-CoA in nastanek drugih 
metabolitov. V primarnem metabolizmu je pomembo vozlišče fosfoenolpiruvat-piruvat-
oksalocetat, ki je skupna povezovalna točka metabolizma ogljika v organizmu. Ravno zaradi 
tega je to vozlišče ena izmed glavnih tarč metabolnega inženiringa primarnega metabolizma 
(Hiltner in sod., 2015).  
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Slika 3: Metabolne poti, podukti in intermediati; S7P: seduheptuloza-7-fosfat, E4P:eritroza-4-fosfat (prirejeno 
po Hiltner in sod., 2015) 
 
Asimilacija dušika v streptomicetah poteka s pomočjo encima glutamin sintaza. Ta encim 
poleg asimilacije dušika sodeluje še v sintezi L-glutamina. V biosintetski reakciji glutamin 
sintaza katalizira nastanek L-glutamina iz L-glutaminske kisline in amonijaka. Asimilacija 
amonijevih ionov (NH4+) v celični metabolizem poteka v kombinaciji med encimoma 
glutamin sintaza in glutamat sintaza po GS/GOGAT poti, ki je prisotna v vseh bakterijah. 
Rezultat te poti je L-glutamin in L-glutamat, ki sta glavna donorja dušika v biosintetskih 
reakcijah (Dyson, 2014). 
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Slika 4: Sinteza intermediatov s CoA skupino (prirejeno po Olano in sod, 2008) 
 
Pomembni metaboliti primarnega metabolizma, ki so uporabljeni v sekundarnem 
metabolizmu za produkcijo poliketidov, so tudi prekurzorji maščobnih kislin, aktivirani s 
CoA. Nastanek teh intermediatov je prikazan na sliki 4. 
2.1.5 Sekundarni metabolizem streptomicet 
Metaboliti, proizvedeni v primarnem metabolizmu, se porabljajo kot prekurzorji za 
produkte, katerih biosinteza poteka v sekundarnem metabolizmu. V presnovi virov ogljika 
nastanejo npr. acetil-CoA, glukoza-6-fosfat, alfa-ketoglutarat, oksalocetat in glicerladehid-
3-fosfat (Rokem in sod., 2007). Vendar so intermediati, ki nastanejo izven centralnega 
metabolizma, ravno tako pomembni pri biosintezi produktov sekundarnega metabolizma 
(Chan in sod., 2009). Ti metaboliti se porabljajo pri rasti celic in posledično povečevanju 
biomase in so direktni tekmec sekundarnemu metabolizmu. Do preklopa iz primarnega v 
sekundarni metabolizem pride ob velikih koncentracijah biomase ali ob neprimernih pogojih 
za rast, kar ustavi rast biomase in privede do proizvodnje sekundarnih metabolitov (Hwang 
in sod., 2014). Med številnimi sekundarnimi metaboliti streptomicete zelo pogosto 
proizvajajo tudi poliketide in neribosomalne peptide, ki spadajo v dve veliki skupini 
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2.2 POLIKETIDNE SINTAZE  
Poliketine sintaze (PKS) so multiencimski kompleksi, ki katalizirajo biosintezo sekundarnih 
metabolitov. Glede na strukturo in funkcionalnost jih lahko razvrstimo v tri skupine (Tip I, 
II in III). Tip I in II sta pogosta v mikroorganizmih, tip III pa je značilen predvsem za rastline, 
čeprav jih najdemo tudi v streptomicetah (Yu in sod., 2012).  
 
Tip I ali modularni tip PKS je skupina večfunkcijskih in večmodularnih proteinov, ki 
proizvajajo predvsem makrolide. Moduli so sestavljeni iz različnih domen, ki opravljajo 
specifične funkcije. Vsak modul je sestavljen iz vsaj 3 osnovnih domen – acetiltransferaze, 
acetil prenašalnega proteina (ACP) in ketosintaz, ki z dodajanjem podaljševalnih enot (npr. 
metilmalonil-CoA na propionil-CoA), sestavljajo osnovno poliketidno ogrodje. Nekateri 
moduli lahko poleg osnovnih domen vsebujejo še dodatne domene, kot so β-ketoreduktaza, 
enoil reduktaza in dehidrataza. Reakcija se začne z osnovno enoto, ki jo acetiltransferaza 
pripne na acetil prenašalni protein. Potem reakcija prestopi na nov modul, ki ima lahko še 
katero od dodatnih domen. Acetil transferaza prepozna podaljševalno enoto in jo privede v 
reakcijo, kjer se veže na ACP. Podaljševalna skupina reagira s poliketidno verigo na 
ketosintazni domeni v Clainsenovi reakciji, kar sprosti ketosintazno skupino, veriga pa 
ostane na ACP. Vmes lahko potečejo reakcije na ostalih domenah. Ko reakcija pride do 
zadnjega modula, se podaljševanje prekine s tioestersko domeno (Chan in sod., 2009). 
 
PKS tipa II so multiencimski kompleksi, ki katalizirajo biosintezo aromatskih poliketidov 
(npr. tetraciklinov). Kondenzacijske reakcije potečejo s pomočjo heterodimera ketosintaze 
in acetil prenašalnega proteina. V primerjavi z drugimi tipi PKS ima ta tip PKS večjo 
specifičnost za podaljševanje in začetne enote (izbira samo acetil-CoA in malonil-CoA). Po 
končani kondenzaciji je lahko aromatski poliketid reduciran s ketoreduktazo ali modificiran 
s ciklazo, glikozilazo ali aromatazo (Hwang in sod., 2014). 
 
Tip III PKS za razliko od prejšnjih tipov ne uporablja acetil prenašalnega proteina za 
podaljševanje verige, ampak s pomočjo acil-CoA katalizira podaljševanje verige (Yu in sod., 
2012). 
2.3 NERIBOSOMALNE PEPTIDNE SINTAZE 
Neribosomalne peptidne sintaze (NRPS) so večmodulni encimi, ki so podobni PKS tip I in 
katalizirajo reakcije, s katerimi nastajajo produkti, ki imajo v verigi D-amino kislino, kot so 
antibiotiki (penicilin), cefalosporini in sidedrofori (Felnagle in sod., 2008; Schwarzer in sod., 
2003). Vsak modul NPRS je običajno sestavljen iz adenilacijske, tiolacijske in 
kondenzacijske domene. Poleg teh domen lahko v modulih nastopijo tudidruge domene kot 
empirizacijske domene, ki spreminjajo obliko podaljševalnega substrata iz L v D obliko in 
N-metil transferazne domene, ki pripenjajo aminsko kislino. Tako kot pri PKS se tudi tukaj 
podaljševanje zaključi s tioestersko domeno (Hwang in sod., 2014). 
 
Lahko pa se ti sistemi med seboj združujejo in tvorijo hibridne sisteme, ki lahko uporabljajo 
in spreminjajo veliko drugih začetnih in podaljševalnih enot, kar privede do drugačnih 
povezovalnih verig (Bertschneider in sod., 2013). Poznamo hibride med PKS tipa I in moduli 
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NPRS (Hertweck, 2009) in hibride, ki so kombinacija PKS tipa I in II, PKS tipa I in III, ter 
kombinacijo PKS in sinteze maščobnih kislin (Moore and Hertweck, 2002). 
2.4 TETRACIKLINI 
Tetraciklini so aromatski poliketidi, ki nastanejo s poliketidno sitazo tipa II (Hwang in sod., 
2014). So ena izmed večjih skupin bioaktivnih spojin, ki imajo v svoji strukturi enega ali 
več aromatskih obročev. V to skupino spadajo tudi protirakave, protivirusne in protiglivne 
spojine ter antibiotiki (Pickens in Tang, 2010). Že od 1940. leta veljajo za t.i. antibiotike 
širokega spektra, saj delujejo proti gram pozitivnim in gram negativnim bakterijam. 
Uporablja se jih tudi za zdravljenje respiratornega in urinarnega trakta (Chopra in sod., 
1992). Tetraciklini inhibirajo sintezo proteinov v bakteriji, tako da se vežejo na 30S 
podenoto ribosoma (Brodersen in sod., 2000). Prvi odkriti tetraciklin, ki ga proizvaja 
bakterija S. aureofaciens, je bil klortetraciklin (CTC), poimenovan aueromicin (Duggar, 
1948). Nekaj let kasneje so odkrili oksitetraciklin (OTC), ki ga proizvaja bakterija S. rimosus 
(Finlay in sod., 1950). Tetraciklini imajo skupno tetraciklinsko ogrodje, razlikujejo pa se po 
funkcionalnih skupinah na C5, C6 in C7 poziciji aromatskih obročev (slika 5) (Behan in 
Hunter, 1995). Tetraciklini inhibirajo sintezo proteinov tako, da se vežejo na 30S podenoto 
ribosoma. S tem onemogočijo vezavo tRNA na ribosom tekom translacije, obenem pa 
onemogočijo sprostitev proteina iz ribosoma navkljub signalu za terminacijo translacije 
(Brodersen in sod., 2000). Zaradi intenzivne uporabe tetraciklinskih antibiotikov in vse večje 
odpornosti bakterij so s sintetičnimi pristopi razvili tetraciklinske antibiotike druge in tretje 
generacije. Najbolj pomembna predstavnika druge generacije sta minociklin in doksiciklin. 
Doksiciklin je produkt preoblikovanja OTC (Stephens in sod., 1963). Predstavniki tretje 
generacije so gliciklini (npr. tigeciklin), ki so bolj uspešni pri premagovanju mehanizmov 
rezistence na ribosomu (Pickens in Tang, 2010). 
 
 
Slika 5: Vrste tetraciklinov glede na funkcionalno skupino in označitev zgornje ter spodnje regije 
tetraciklinskega obroča (prirejeno po Behal in Hunter, 1995; Nelson in Levy., 2011) 
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Oksitatraciklin (5-hidroksitetraciklin, OTC) je tetraciklin, ki ga v naravi proizvaja bakterija 
S. rimosus. Od drugih tetraciklinov se loči po tem, da ima na C5 in C6 atomu hidroksilno 
skupino (Slika 5). OTC nastane s PKS tipa II, ki ima tri osnovne domene, ketosintazo alfa 
(KSα), ketosintazo beta (KSβ) in acetil-prenašani protein (ACP). Začetna enota je 
malonamat, ki nastane z vezavo amidne skupine na malonil-CoA z encimom 
amidotransferazo. Začetna enota, ki v reakcijo prispe z ACP domeno, se s podaljševalno 
enoto povež, s C-C vezjo v kondenzacijski reakciji, ki poteka na domeni KSα-KSβ. 
Podaljševalna enota se na ACP pripene z acetiltransferazo. Rezultat je podaljšanje 
poliketidne verige za eno enoto v vsakem ciklu (Pickens in Tang, 2010). Značilnost 
tetraciklinov je osnovna struktura iz 4 aromatskih obročev (slika 5). Aromatizacija prvega 
in drugega obroča poteče v encimski reakciji z encimom ciklaza. Sklenitve preostalih dveh 
obročev naj bi bile spontane. Rezultat reakcij je stabilen intermediat pretertamid (Petković 
in sod., 1999). Iz pretertamida preko vrste encimskih (metilacij, hidroksilacij in 
tranaminacij) reakcij nastane anhidrotetraciklin (ATC) (Zhang in sod., 2008). ATC je 
strukturno edinstven intermediat biosinteze OTC, ki že ima končno obliko zadnjega 
aromatskega obroča. ATC se nato preko hidroksilacijskih in redukcih reakcij pretvori v 
OTC, čeprav še ni točno znano, kako potekajo in kateri encimi so potrebni za transformacijo 
ATC v OTC in vivo. (Pickens in Tang, 2010). 
 
 
Slika 6: Shema biosinteze oksitetraciklina (prirejeno po Pickens in Tang, 2010; Petković in sod., 2017) 
 
Poleg široke uporabe v medicinske namene (zdravljenje bolnikov, občutljivih na penicilin 
(Chopra in sod., 1992) se OTC uporablja tudi v vodnih ekosistemih v velikih koncentracijah 
(do 500 kg naenkrat), kar je privedlo do razvoja odpornih bakterij (Kerry in sod., 1995). Ker 
se potreba po antibiotikih ni zmanjšala, je potrebno iskanje novih protibakterijskih spojin 
(Petković in sod., 2017). V ta namen je bilo izvedenih veliko študij, s katerimi so iskali 
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načine, kako izboljšati produkcijo bioaktivnih snovi z mikroorganizmi. S poznavanjem 
genetskega zapisa lahko z metodami genetske manipulacije povečamo produkcijo končnega 
metabolita ali intermediatov v organizmu (Liu in sod., 2018). Na osnovi poznavanja 
metabolnih fluksov v celici lahko z uporabo genskih orodij spremenimo delovanje 
primarnega metabolizma tako, da bo proizvajal višje koncentracije metabolitov 
sekundarnega metabolizma in posledično višjo koncentracijo produkta (Tang in sod., 2011). 
Dvig donosa je mogoč tudi brez genetskih sprememb, le z optimizacijo gojišč  ali vodenjem 
bioprocesa (Okorie in Asagbra, 2008). Produkcija metabolitov je odvisna od sestave gojišč 
in pogojev gojenja. Biosinteza večine sekundarnih metabolitov (vključno z OTC) je odvisna 
od koncentracije in vrste ogljikovega vira. Če je npr. koncentracija glukoze v gojišču 
prevelika, lahko pride do katabolne represije in povišane produkcije organskih kislin 
(Elsayed in sod., 2015), kar negativno vpliva na donos sekundarnih metabolitov. Poznavanje 
metabolnih fluksov nam lahko zelo pomaga pri optimizaciji bioprocesov za industrijsko 
proizvodnjo sekundarnih metabolitov.  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 SHEMA DELA 
Slika 7 prikazuje shemo poteka našega dela. 
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3.2.1 Kemikalije, aparature, steklovina in ostali material 
3.2.1.1 Kemikalije 
Preglednica 1: Kemikalije uporabljene pri izvedbi eksperimentalnega dela 
Kemikalije Proizvajalec 
Amilaza NA 
Amonijev sulfat Merck 
Bakteriološki agar Biolife 





Mravljinčna kislina Merck 
Glicerol Honeywell 
Glukoza Roquette 
Kalcijev karbonat Socal 
KH2PO4 Glentham Life Sciences 
Klorovodikova kislina Sigma-Aldrich 
Klortetraciklin standard Glentham Life Sciences 
Koruzna namakalna vodica Roquette 
Koruzni škrob Helios 





MgSO4x7H2O Glentham Life Sciences 
MnSO4x7H2O Merck 
MOPS Roth 
Natrijev klorid Merck 
Oksitetraciklin standard Sigma-Aldrich 
Saharoza Sigma-Aldrich 
Sojina moka Soja protein 
Sojino olje Zvezda 
Tetraciklin standard Glentham Life Sciences 
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Preglednica 2: Aparature, uporabljene pri izvedbi eksperimentalnega dela 
Aparature Proizvajalec 




HPLC sistem Knauer 
HPLC kolona Nucleodur; Macherey-Nagel 
Magnetno mešalo Iskra 
Mikrovalovna pečica Sanyo 




Tehtnica Mettler Toledo 
UPLC sistem Waters 
3.2.1.3 Steklovina in ostali material 
Preglednica 3: Steklovina in drugi materiali, ki smo jih uporabljali pri izvedbi eksperimentalnega dela 
Steklovina in drug material 
Alu folija 
Čaše 
Eppendorferjeve centrifugirke (1,5 mL in 2 mL) 
Erlenmajerjeve steklenice 
Falkonke (15 mL in 50 mL) 










Stojala za centrifugirke in falkonke 
Zobotrebci 
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20 % raztopina glicerola 
S pomočjo merilnega valja smo odmerili 20 mL glicerola, ki smo ga prelili v merilno 
bučko. Z dH2O smo dopolnili do 100 mL in raztopino dobro premešali. Prelili smo jo v 
steklenico z zamaškom in avtoklavirali 25 minut pri 121 °C. Sterilno raztopino smo hranili 
na sobni temperatri.  
 
1M NaOH 
40 g NaOH peletov smo zatehtali v literski steklenici in napolnili z dH2O do enega litra. 
Raztopino smo hranili na sobni temperaturi. 
 
10 % (w/V) raztopina KH2PO4 
V merilno bučko smo zatehtali 10g KH2PO4, dopolnili z dH2O do 100 mL in mešali dokler 
se KH2PO4 ni popolnoma raztopil. Raztopino smo hranili na sobni temperaturi. 
 
1 % (w/V) raztopina CoCl2 
V merilno bučko smo zatehtali 1 g CoCl2 in dopolnili z dH2O do 100 mL. Po mešanju je bila 
raztopina pripravljena na uporabo, hranili smo jo na sobni temperaturi. 
 
0,5 % (w/V) raztopina MnSO4x7H2O 
V merilni bučki smo zatehtali 0,5 g MnSO4x7H2O in dopolnili do volumna 100 mL z dH2O, 
ter dobro premešali. Raztopino smo hranili na sobni temperaturi. 
 
0,5 % (w/V) raztopina ZnSO4x7H2O 
V merilni bučki smo zatehtali 0,5 g ZnSO4x7H2O in dopolnili do volumna 100mL z dH2O 
ter dobro premešali. Raztopino smo hranili na sobni temperaturi. 
 
0,5 % (w/V) raztopina FeSO4x7H2O 
V merilni bučki smo zatehtali 0,5 g FeSO4x7H2O in dopolnili do volumna 100 mL z dH2O 
ter dobro premešali. Raztopino smo hranili na sobni temperaturi. 
 
0,5 % (w/V) raztopina CoCl2x6H2O 
V merilni bučki smo zatehtali 0,5 g CoCl2x6H2O in dopolnili do volumna 100 mL z dH2O 
ter dobro premešali. Raztopino smo hranili na sobni temperaturi. 
 
0,01M raztopina HCl 
Priprava raztopine je potekala v več korakih. Najprej smo v merilno bučko odmerili 8,3 mL 
koncentrirane 37 %  HCl, jo dopolnili z dH2O do 100 mL in dobro premešali. S tem smo 
dobili 1 M HCl. Nato smo v merilno bučko odmerili 1 mL 1 M HCl in dopolnili do 100 mL 
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0,1 % raztopina mravljinčne kisline 
Priprava 0,1 raztopine mravljinčne kisline je potekala v več korakih. Najprej smo odmerili 
0,99 mL 98–100 % mravljinčne kisline in v merilno bučko dolili destilirano vodo do 100 
mL. Nato smo odmerili 1 mL mravljinčne kisline in v 10mL merilni bučki dopolnili z dH2O. 
Hranili smo jo na sobni temperaturi.  
 
Mobilna faza za HPLC 
 
Mobilna faza za HPLC je sestavljena iz 75 % 0,1 % mravljinčne kisline in 25 % metanola. 
Mobilno fazo smo pripravili tako, da smo domerili 750 mL 0,1% mravljinčne kisline in 250 
mL metanola z merilnim valjem in ju dobro premešali. Prelili smo v litersko stekelnico in 
hranili na sobni temperaturi. 
3.2.2.1 Raztopina mineralov 
Mešanico mineralov smo pripravili, kot je opisano v spodnji tabeli, in dopolnili z dH2O do 
volumna 1 litra. Raztopino smo hranili na sobni temperaturi. 
 
Preglednica 4: Sestava mineralne mešanice 
Sestavina Količina za 1L 
MgSO4x7H2O 1.8 g 
MnSO4x7H2O 10 mL 0.5% (w/V) 
ZnSO4x7H2O 10 mL 0.5% (w/V) 
FeSO4x7H2O 5 mL 0.5% (w/V) 
CoCl2x6H2O 0.8 mL 0.5% (w/V) 
dH2O do 1L 
3.2.3 Standardi  
Priprava standardne raztopine oksitetraciklina  
V merilno bučko smo zatehtali 0,1 g standarda in dopolnili z ddH2O do 10 mL. Založno 
raztopino 10 g/L smo shranili v zamrzovalnik.  
 
Priprava raztopine tetraciklina 
V merilno bučko smo zatehtali 0,1 g standarda in dopolnili z ddH2O do 10 mL. Založno 
raztopino 10 g/L smo shranili v zamrzovalnik. 
3.2.4 Mikroorganizmi 
V poskusih smo uporabljali industrijska seva Streptomyces rimosus 4018 in Strepromyces 
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SM (soja manitol) agar 
Plošče s SM agarjem smo uporabljali za namnožitev spor. Gojišče smo pripravili, kot je 
opisano v spodnji preglednici. Naštete sestavine smo raztopili v 1 L dH2O in raztopino 
porazdelili po 300 mL v litrške steklenice. Sledilo je avtoklaviranje 30 minut pri 121 °C. Po 
končani sterilizaciji smo gojišče v brezprašni komori razlili v plastične petrijevke in pustili, 
da se ohladi in strdi. Gojišča smo hranili v hladilniku.  
 
Preglednica 5: Sestava gojišča soja manitol agar (SM) 
Sestavina Količina za 1L 
Sojina moka 20 g 
Manitol 20 g 
Bakteriološki agar 20 g 
dH2O do 1 L 
Sterilizacija 25 min, 121 °C.  
3.2.5.1 Gojišča vegetativne stopnje 
Gojišča vegetativne stopnje so služila za pripravo vcepka Streptomyces rimosus v 
produkcijsko gojišče. Pripravili smo več različnih verzij vegetativnega gojišča (VOTC, 
VOTC1, VOTC2, VOTC3). Postopek priprave gojišča je potekal tako, da smo v 250 mL 
Erlenmajerjeve steklenice z destilirano vodo do 40 mL zatehtali potrebne sestavine, 
navedene v spodnjih tabelah. Nato smo s pomočjo pH metra in NaOH ali HCl umerili pH 
vrednost na 7,0. Erlenmajerjeve steklenice smo zamašili s penastimi zamaški in avtoklavirali 
30 minut pri 121 °C in 1,2 bara. Glede na zahteve poskusa smo lahko v vseh VOTC gojiščih 
koruzni škrob zamenjali z drugimi viri ogljika in sojino moko zamenjali z drugimi viri 
dušika. Lahko smo tudi odstranili ali dodali določene surovine. Vira ogljika sta bila dekstrin 
in topni škrob, viri dušika pa so bili kvasni ekstrakt, bakteriološki pepton, ali pa smo k 




Preglednica 6: Sestava vegetativnega gojišča VOTC 
Sestavina Količina za 1L 
Koruzni škrob 30 g 
Sojina moka 3 g 
CaCO3 4 g 
(NH4)2SO4 4 g 
NaCl 5 g 
KH2PO4 1,5 mL 
CSL 4 g 
dH2O do 1 L 
Sterilizacija 30 min, 121 °C.  
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VOTC je osnovno vegetativno gojišče s koruznim škrobom, sojino moko in CaCO3. Ostale 
sestavine in koncentracije so podane v preglednici 6. 
 
VOTC1 
VOTC1 je gojišče, ki je modificirano gojišče VOTC, namesto CaCO3 vsebuje 4 g/L CaCl2 
in dodan 7 g/L pufra MOPS. Ostale sestavine in koncentracije so podane v preglednici 7. 
 
Preglednica 7: Sestava vegetativnega gojišča VOTC1 
Sestavina Količina za 1L 
Koruzni škrob 30 g 
Sojina moka 3 g 
CaCl2 4 g 
(NH4)2SO4 4 g 
NaCl 5 g 
KH2PO4 10% (w/V)  1,5 mL 
CSL 4 g 
MOPS 7 g 
dH2O do 1L 
Sterilizacija 30 min, 121 °C.  
 
VOTC2 
VOTC2 je gojišče, ki je modificirano gojišče VOTC, namesto CaCO3 vsebuje 4 g/L CaCl2 
in dodan 3 g/L pufra MOPS. Ostale sestavine in koncentracije so podane v preglednici 8. 
 
Preglednica 8: Sestava vegetativnega gojišča VOTC2 
Sestavina Količina za 1L 
Koruzni škrob 30 g 
Sojina moka 3 g 
CaCl2 4 g 
(NH4)2SO4 4 g 
NaCl 5 g 
KH2PO4 10% (w/V)  1,5 mL 
CSL 4 g 
MOPS 3 g 
dH2O do 1 L 
Sterilizacija 30 min, 121 °C.  
 
VOTC3 
VOTC3 gojišče je gojišče, ki se je uporabljalo za pripravo vcepeka produktivne stopnje. To 
gojišče se je uporabljalo pri vseh poskusih, kjer smo testirali različne kombinacije surovin 
za gojišča produktivne stopnje.  
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Preglednica 9: Sestava vegetativnega gojišča VOTC3 
Sestavina Količina za 1L 
Dekstrin 25 g 
(NH4)2SO4 12 g 
CaCl2 4 g 
NaCl 5 g 
KH2PO4 10% (w/V)  1,5 mL 
MgSO4x7H2O 1.8 g 
MnSO4x7H2O 10 mL 0.5% (w/V) 
ZnSO4x7H2O 10 mL 0.5% (w/V) 
FeSO4x7H2O 5 mL 0.5% (w/V) 
CoCl2x6H2O 0.8 mL 0.5% (w/V) 
MOPS 3 g 
dH2O do 1 L 
Sterilizacija 30 min, 121 °C.  
3.2.5.2 Gojišča za produkcijo oksitetraciklina 
Gojišča produktivne stopnje smo pripravili tako, da smo zatehtali oz. odmerili vse ustrezne 
sestavine, zapisane v recepturah za gojišča (SOP1, POTC, POTC1, POTC2), v čaše. Vrsta 
in količina sestavine sta opisana v preglednicah 10 (SOP1), 11 (POTC), 12 (POTC1) in 13 
(POTC2). Dodali smo destilirano vodo do končnega volumna in umerili pH vrednost na 7,0, 
kjer smo dodali pufer MOPS ali CaCO3, ali na 6,0 kjer smo dodali pufer MES. pH smo 
umerili s pomočjo pH metra in uporabo raztopin NaOH oziroma HCl. Nato smo po 5 mL 
gojišča razdelili v 50 mL centrifugirke ter jih zamašili s penastimi zamaški. Sterilizacija je 
potekala v avtoklavu 25 minut pri 121 °C in 1,2 bara. Glede na zahteve poskusa smo lahko 
v vseh gojiščih produktivne stopnje koruzni škrob zamenjali z drugimi viri ogljika in sojino 
moko z drugimi viri dušika, dodatno smo lahko odstranili ali dodali določene sestavine. 
Drugi viri ogljika so bili dekstrin, topni škrob, glukoza, saharoza, laktoza in glicerol. Pri 
uporabi drugih virov ogljika v gojišče nismo dodali encima amilaze. Drug vir dušika pa je 




SOP1 je gojišče, ki smo ga uporabili pri testiranju produkcije OTC, kjer je bil vcepek 
pripravljen z različnimi gojišči vegetativne stopnje. Pri pripravi gojišča je potrebno slediti 
korakom, ki so opisani pod preglednico 10.   
 
Preglednica 10: Sestava produktivnega gojišča SOP1 
Sestavina Količina za 1L Vrstni red 
Škrob 75 g 1 
Sojina moka  10 g 1 
  se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 10   
Sestavina Količina za 1L Vrstni red 
CaCO3 7 g 1 
NaCl 2 g 2 
(NH4)2SO4 7 g 2 
Amilaza 75 mg 3 
CSL  2,5 g 4 
Sojino olje 2,5 g 4 
KH2PO4 10% (w/V)  0,75 mL 4 
CoCl2 1% (w/V) 0,5 mL 4 
dH2O do 1 L 5 
Sterilizacija 25 min, 121 °C.   
 
1. Zatehtaj škrob, sojino moko in kalcijev karbonat ter prenesi (suho) v čašo. 
2. Zatehtaj natrijev klorid, amonijev sulfat, raztopi v 200 mL hladne destilirane vode 
in prelij v čašo – mešaj, da se škrob ne sprime. 
3. Zavri 700 mL destilirane vode in prelij v čašo, kjer so ostale surovine ob mešanju. 
4. Dodaj amilazo in mešaj (gojišče mora postati znatno manj viskozno), temperatura 
gojišča mora biti nad 80 °C. 
5. Dodaj ostale sestavine (sojino olje, CSL,  KH2PO4 in CoCl2) in premešaj. 
6. Dopolni z destilirano vodo do ustreznega volumna. 
7. Uravnaj pH na 7,0. 
8. Steriliziraj z avtoklaviranjem 25 minut pri 121 °C  . 
*postopek je opisan za 1 liter gojišča 
 
POTC 
POTC je osnovno gojišče, ki se je uporabljalo v poizkusih produktivne stopnje. Sestavine in 
količine so podane v preglednici 11. Pri pripravi je potrebno slediti korakom, ki so opisani 
pod preglednico 10. Glede na potrebe poskusa so se dodale oziramo odvzele sestavine, ki so 
navedene pri vsakem poskusu posebaj. 
 
Preglednica 11: Sestava produktivnega gojišča POTC 
Sestavina Količina za 1L Vrstni red 
Koruzni škrob 75 g 1 
Sojina moka  10 g 1 
CaCO3 7 g 1 
NaCl 2 g 2 
(NH4)2SO4 7 g 2 
Amilaza 75 mg 3 
CSL  2,5 g 4 
KH2PO4 10% (w/V)  0,75 mL 4 
  se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 11   
Sestavina Količina za 1L Vrstni red 
CoCl2 1% (w/V) 0,5 mL 4 
MgSO4x7H2O 1.8 g 4 
MnSO4x7H2O 10 mL 0.5% (w/V) 4 
ZnSO4x7H2O 10 mL 0.5% (w/V) 4 
FeSO4x7H2O 5 mL 0.5% (w/V) 4 
dH2O do 1 L 5 
Sterilizacija 25 min, 121 °C.   
 
POTC1 
POTC1 je modificirano gojišče, ki se je uporabljalo v poizkusih produktivne stopnje. 
Sestavine in količine so podane v preglednici 12. Pri pripravi je potrebno slediti korakom, 
ki so opisani pod preglednico 10. Glede na potrebe poskusa so se dodale oziramo odvzele 
sestavine, ki so navedene pri vsakem poskusu posebaj. 
 
Preglednica 12: Sestava produktivnega gojišča POTC1 
Sestavina Količina za 1L Vrstni red 
Koruzni škrob 75 g 1 
Sojina moka  10 g 1 
CaCl2 
4 g 2 
NaCl 2 g 2 
(NH4)2SO4 7 g 2 
Amilaza 75 mg 3 
CSL  2,5 g 4 
KH2PO4 10% (w/V)  0,75 mL 4 
CoCl2 1% (w/V) 0,5 mL 4 
MgSO4x7H2O 1.8 g 4 
MnSO4x7H2O 10 mL 0.5% (w/V) 4 
ZnSO4x7H2O 10 mL 0.5% (w/V) 4 
FeSO4x7H2O 5 mL 0.5% (w/V) 4 
MOPS/MES * g 5 
dH2O do 1 L 6 
*točna količina in vrsta pufra je navedena pri vsakem poskusu posebaj 
Sterilizacija 25 min, 121 °C. 
 
POTC2 
POTC2 je modificirano gojišče, ki se je uporabljalo v poizkusih produktivne stopnje. 
Sestavine in koncentracije so podane v preglednici 13. Pri pripravi je potrebno slediti 
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korakom, ki so opisani pod preglednico 10. Glede na potrebe poskusa so se dodale oziramo 
odvzele sestavine, ki so navedene pri vsakem poskusu posebaj. 
 
Preglednica 13: Sestava produktivnega gojišča POTC2 
Sestavina Količina za 1L Vrstni red 
Koruzni škrob 75 g 1 
Sojina moka  10 g 1 
CaCl2 
4 g 2 
NaCl 2 g 2 
(NH4)2SO4 7 g 2 
Amilaza 75 mg 3 
KH2PO4 10% (w/V)  0,75 mL 4 
CoCl2 1% (w/V) 0,5 mL 4 
MgSO4x7H2O 1.8 g 4 
MnSO4x7H2O 10 mL 0.5% (w/V) 4 
ZnSO4x7H2O 10 mL 0.5% (w/V) 4 
FeSO4x7H2O 5 mL 0.5% (w/V) 4 
MOPS/MES 20 g 5 
dH2O do 1 L 6 
Sterilizacija 25 min, 121 °C.   
3.3 METODE 
3.3.1 Priprava založne suspenzije spor 
Iz zamrzovalnika -80°C smo vzeli zmrznjene spore bakterije Streptomyces rimosus, seva 
4018 in HP126. V brezprašni komori smo na plošče SM agar s pomočjo zobotrebca, ki smo 
ga prej pomočili v suspenzijo spor, predhodno shranjenih pri -80°C, naredili razmaz do 
posameznih kolonij. Plošče smo inkubirali na 28 °C 10 dni, potem pa smo, če tvorba spor ni 
bila opazna, bakterijo iz enosporne kolonije ponovno razmazali do posameznih kolonij na 
nove plošče SM agar. Ko je bakterija lepo tvorila spore, smo enosporno kolonijo nacepili  
po celotni površini plošče SM agar. Po 10 dneh smo spore pobrali tako, da smo posamezno, 
s kulturo prepraščeno ploščo SM agar, prelili z 2 mL sterilne raztopine 20% glicerola in 
destilirane vode. S pomočjo sterilne plastične spatule smo postrgali spore s površine plošče 
in pridobljeno suspenzijo spor razdelili po približno 0,5 mL v 1,5 mL centrifugirke. 
Centrifugirke smo ustrezno označili in shranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 
3.3.2 Priprava gojišč za teste gojišč vegetativne stopnje 
V prvem delu eksperimentov smo poskušali ugotoviti, katere sestavine osnovnega 
vegetativnega gojišča lahko zamenjamo s topnimi komponentami, ne da bi s tem bistveno 
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vplivali na rast bakterije. Eksperimente smo izvedli s sevoma bakterij S. rimosus 4018 in 
HP126. Gojenje je potekalo na stresalniku 48 ur pri 28 °C in 220 obratih na minuto. 
 
3.3.2.1 Vpliv menjave CaCO3 s CaCl2 na kulturo S. rimosus v vegetativnem gojišču 
 
Slika 8: Shematski prikaz sestave gojišč z različnimi koncentracijami CaCl2 
 
Primerjali smo, kako menjava CaCO3 s CaCl2 vpliva na rast bakterije. Gojišča smo 
pripravili, kot je opisano v poglavju 3.1.4.1. Prvotno gojišče (VOTC, preglednica 6) vsebuje 
CaCO3 (4 g/L), ki smo ga zamenjali s CaCl2 (2, 4 in 6 g/L). Količine ostalih komponent so 
ostale nespremenjene. Gojišča smo označili z oznako ali kratico komponente, ki smo jo 
uvedli kot zamenjavo ter številko, ki je ustrezala dodani koncentraciji. Gojišča smo 
sterilizirali. Vzorčenje je potekalo 24 in 48 ur po inokulaciji. Pri vsakem vzorčenju smo 
preverili spremembo pH vrednosti, po 48 urah pa smo merili še vrednost PMV. Test smo 
izvajali v 40 mL gojišča v 250 mL Erlenmajerjevih steklenicah.  
3.3.2.2 Vpliv različnih koncentracij pufra MOPS na kulturo S. rimosus v vegetativnem 
gojišču 
 
Slika 9: Shematski prikaz sestave gojišč z različnimi koncnetracijami pufra MOPS 
 
Pripravili smo gojišča, s katerimi smo preverjali vpliv koncentracije pufra MOPS na rast S. 
rimosus 4018 in HP126. Teste smo izvajali v 40 mL gojišča, ki smo jih pripravili v 250 mL 
Erlenmajerjevih steklenicah. Zatehtali smo vse potrebne sestavine gojišča VOTC 
(preglednica 6), le da smo tukaj namesto CaCO3 (4 g/L) v gojišča zatehtali CaCl2 (4 g/L). 
Dodatno smo v gojišča dodali različne koncentracije pufra MOPS (0, 3, 7, 10 in 15 g/L). 
Ostale sestavine so ostale nespremenjene. Za kontrolo smo pripravili gojišče VOTC (z 
CaCO3). Gojišča smo označevali s koncentracijo MOPSa, kontrolo smo označili s CaCO3. 
Gojiščem smo umerili pH na začetno vrednost 7,0 in jih po sterilizaciji inkubirali na 
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3.3.2.3 Vpliv različnih virov ogljika na kulturo S. rimosus v vegetativni stopnji 
Z gojišči z različnimi viri ogljika smo spremljali, kako sprememba le-teh vpliva na rast 
bakterije S. rimosus 4018 in HP126 v vegetativni stopnji. 
3.3.2.3.1 Vpliv menjave virov ogljika v gojišču VOTC na kulturo S. rimosus v vegetativni 
stopnji 
 
Slika 10: Shematski prikaz sestave gojišč z različnimi viri ogljika 
 
Gojišča smo pripravili, kot je opisano pri VOTC. Namesto koruznega škroba smo uporabili 
druge vire ogljika, preostale sestavine so ostale enake  kot je napisano v preglednici 6. 
Osnovni vir ogljika je predstavljal koruzni škrob (30 g/L), ki smo ga menjali z dekstrinom 
(25, 30, 40 in 60 g/L) ali topnim škrobom (25, 30, 40 in 60 g/L). Gojišča smo označili s črko 
in številko, glede na to kaj je vsebovalo (dekstrin je imel oznako D, topni škrob TŠ, koruzni 
škrob Š), ter s koncentracijo (npr. gojišče s dekstrinom s 25 g/L – D25). Gojišča smo 
pripravili v 250 mL Erlenmajerjevih steklenicah, kamor smo zatehtali oz. odmerili vse 
sestavine. Volumen gojišča je bil 40 mL, na njem smo na koncu umerili pH na 7,0. 
3.3.2.3.2 Vpliv menjave virov ogljika v gojišču VOTC1 na kulturo S. rimosus v 
vegetativni stopnji 
 
Slika 11: Shematski prikaz sestave gojišč VOTC in VOTC1 z različnimi viri ogljika 
 
Gojišča smo pripravili, kot je opisano pri VOTC in VOTC1. Vse potrebne sestavine (opisane 
v pregledici 6 za VOTC in pregledici 7 za VOTC1) smo zatehtali in prenesli v 250 mL 
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Erlenmajerjeve steklenice. Končni volumen gojišča je znašal 40 mL. Vir dušika je ostal 
nespremenjen, menjali smo samo koruzni škrob (30 g/L) z dekstrinom (25 in 30 g/L) in 
topnim škrobom (25 in 30 g/L). Označevali smo s črko in številko, glede na to katero 
komponento in kakšno koncentracijo je gojišče vsebovalo. Gojišča, ki so imela namesto 
CaCO3 dodan CaCl2 (4 g/L) in pufer MOPS (7 g/L), smo označevali s pripisom CM, tista s 
CaCO3 pa brez pripisa. Gojiščem smo umerili pH na 7,0.  
3.3.2.4 Vpliv različnih virov dušika na kulturo S. rimosus v vegetativni stopnji 
3.3.2.4.1 Vpliv menjave virov dušika v gojišču VOTC na kulturo S. rimosus v vegetativni 
stopnji 
 
Slika 12: Shematski prikaz sestave gojišč VOTC z različnimi viri dušika 
 
Gojišča smo pripravili na enak način, kot je opisano v poglavju 3.2.2.3.1, le da smo tu 
namesto vira ogljika, ki je ostal nespremenjen (30 g/L koruznega škroba), menjali vir dušika. 
Osnovni vir dušika je bila sojina moka (3 g/L), drugi viri dušika so bili bakteriološki pepton 
(oznaka P; 3 in 6 g/L), kvasni ekstrakt (oznaka KE; 3, 5, 6 in 7 g/L)  in dodatek amonijevega 
sulfata k že obstoječi količini, opisani v navodilih za pripravo gojišča (oznaka AS; dodatek 
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3.3.2.4.2 Vpliv menjave virov dušika v gojišču VOTC1 na kulturo S. rimosus v 
vegetativni stopnji 
 
Slika 13: Shematski prikaz sestave gojišč VOTC in VOTC1 z različnimi viri dušika 
 
Gojišča smo pripravili na enak način, kot je opisano v poglavju 3.2.2.3.2, le da smo tu 
namesto vira ogljika, ki je ostal nespremenjen (30 g/L koruznega škroba), menjali vir dušika. 
Namesto sojine moke (3 g/L) smo v gojišče dodali bakteriološki pepton (oznaka P; 6g/L), 
kvasni ekstrakt (oznaka KE; 5 in 7 g/L) in dodatek amonijevega sulfata k že obstoječi 
koncentraciji, opisani v navodilih za pripravo gojišča (oznaka AS; dodatek 8 in 10g/L).  
3.3.2.5 Vpliv koruzne namakalne vodice na kulturo S. rimosus v vegetativni stopnji 
3.3.2.5.1 Vpliv koruzne namakalne vodice v gojiščih VOTC2 na kulturo S. rimosus v 
vegetativni stopnji 
 
Slika 14: Shematski prikaz sestave gojišč za testiranje vpliva CSL 
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Gojišča smo pripravili, kot je opisano pri VOTC2. Volumen gojišča je bil 40 mL, pripravili 
smo ga v 250 mL Erlenmajerjevih steklenicah. 30 g/L koruznega škroba smo zamenjali s 
dekstrinom (oznaka D; 25 in 30 g/L), 3 g/L sojine moke pa smo zamenjali z  dodatkom 
amonijevega sulfata k obstoječi količini v gojišču (oznaka AS; dodatek 6 in 8 g/L). 
Preizkusili smo tudi kombinacijo menjave ogljika in dušika, kjer smo kombinirali  25 ali 30 
g/L dekstrina s 6 ali 8 g/L dodatka amonijevega sulfata. Gojišča smo označili glede na 
kombinacijo dodanih virov, npr. D25AS8 pomeni, da ima gojišče 25 g/L dekstrina in 8 g/L 
dodanega amonijevega sulfata. Pri nekaterih gojiščih smo odstranili še CSL, kar smo 
označili z -C. Gojiščem smo umerili pH na vrednost 7,0. 
3.3.2.5.2 Vpliv koruzne namakalne vodice v gojiščih VOTC2 na rast vcepka bakterije S. 
rimosus za produkcijo oksitetracikina v gojišču SOP1 
Gojišča vcepka smo pripravili po enakem postopku, opisanem v poglavju 3.2.2.5.1. Gojišče 
SOP1 smo pripravili po enakem postopku, kot je opisano v poglavju 3.1.4.2. 
3.3.2.6 Vpliv dodatka mineralov na kulturo S. rimosus v vegetativni stopnji 
 
Slika 15: Shematski prikaz sestave gojišč za testiranje vpliva mineralov 
 
V 250 mL Erlenmajeve steklenice smo zatehtali in odmerili sestavine, ki so opisane pri 
VOTC2 (sestavine so se lahko glede na potrebe poskusa spremenile). Naenkrat smo menjali 
vir ogljika in dušika. Namesto koruznega škroba (30 g/L) in sojine moke (3 g/L) smo 
uporabili dekstrin (25 g/L) in dodatek amonijevega sulfata (8 in 10 g/L) k obstoječi količini 
v gojišču. V gojišča smo dodali ali odvzeli CSL in mineralne mešanice. Dodatek CSL smo 
označili s +C, odvzem pa z -C. Dodatek mineralne mešanice smo označili s +M, odvzem z -
C. Označbe ostalih sestavin so enake kot pri poglavju 3.2.2.5.1. Ostale sestavine v gojišču 
VOTC2 so ostale nespremenjene. Gojiščem smo umerili začeten pH na 7,0. Končni volumen 
gojišča je znašal 40 mL. 
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3.3.2.6.1 Vpliv dodatka mineralov rast vcepka bakterije S. rimosus za produkcijo 
oksitetraciklina v gojišču SOP1 
Gojišča vcepka smo pripravili po enakem postopku, kot opisano v poglavju 3.2.2.6. Gojišče 
SOP1 smo pripravili po postopku opisanem v poglavju 3.1.4.2. 
3.3.3 Priprava produkcijskih gojišč 
Produkcijska gojišča so služila kot gojišča, v katerih je potekala produkcija antibiotika 
okistetraciklina z bakterijo S. rimosus HP126. Gojenje je potekalo na stresalniku 120 ur pri 
28 °C, 220 obratih na minuto in 60% vlaženjem. Vsem produkcijskim gojiščem smo umerjali 
začeten pH glede na dodan pufer. Če je bil v gojišče dodan pufer MOPS ali je bil v gojišču 
CaCO3, smo umerili začeten pH gojišča na 7,0, če je bil v gojišču pufer MES pa smo umerili 
pH na 6,0. V gojiščih, kjer smo uporabili topen vir ogljika, nismo uporabili encima amilaze. 
Za vsako verzijo gojišča smo poskus opravili v 3 paralelkah. Gojišča smo porazdelili po 5 
mL v 50 mL centrifugirke.  
 
Za testiranje produkcijskih gojišč smo vporabili vcepek, ki smo ga pripravili v vegetativnem 
gojišču VOTC3 (preglednica 9). Vse sestavine smo odmerili oz. zatehtali in jih prenesli v 
250 mL Erlenmajerjevo steklenico, katero smo primerno označili. Končni volumen 40 mL 
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3.3.3.1 Gojišča za testiranje vpliva pufrov MOPS ali MES na produkcijo oksitetraciklina s 
S. rimosus HP126 v produkcijskih gojiščih 
 
Slika 16: Shematski prikaz sestave gojišč za testiranje vpliva bioloških pufrov  
 
Pripravili smo gojišča,  s katerimi smo testirali vpliv dodatka pufra MOPS ali MES na 
produkcijo oksitetraciklina (OTC) z bakterijo S. rimosus. Gojišča so vsebovala različne vire 
ogljika in dušika, posamezno ali v kombinaciji, dodatno smo odvzeli še CSL. Gojišča smo 
pripravili po postopku opisanem pri POTC in POTC1 tako, da smo zatehtali oz. odmerili 
potrebne sestavine v čaše. POTC je gojišče s koruznim škrobom (75 g/L), sojino moko (10 
g/L) in CaCO3 (7 g/L). POTC1 je gojišče, kjer smo CaCO3 zamenjali s CaCl2 in ima dodan 
pufer MOPS ali MES v različnih količinah (6, 12 in 20 g/L). Pri obeh gojiščih smo zamenjali 
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samo koruzni škrob z dekstrinom (75 g/L) ali sojino moko z dodatkom amonijevega sulfata 
(10 g/L) k obstoječi količini v gojišču. Gojišča smo označili glede na to, kaj smo menjali in 
kolikšno količino pufra je imelo. Ostale sestavine gojišč so ostale nespremenjene. Če je 
gojišče imelo kombinirano sestavo vira ogljika in dušika, smo menjali sojino moko z 
dodatkom amonijevega sulfata (10 g/L) k obstoječi količini v gojišču in koruzni škrob z 
dekstrinom (75 g/L), pri nekaterih smo odvzeli še CSL. Gojišča smo porazdelili po 5 mL v 
50 ml centrifugirke in jih ustrezno označili. Imeli smo 3 paralelke za vsako verzijo gojišča.  
3.3.3.2 Vpliv kombinacij virov ogljika in dušika na produkcijo oksitetraciklina s S. rimosus 
HP126 v produkcijskih gojiščih 
 
Slika 17: Shematski prikaz sestave gojišč za testiranje vpliva različnih virov ogljika in dušika 
 
Gojišča smo pripravili, kot je opisano pri POTC2. Poleg osnovnega gojišča POTC2 smo 
testirali različice gojišča POTC2. Namesto sojine moke (10 g/L) kot vira dušika smo 
uporabili dodatek amonijevega sulfata (10 g/L) k obstoječi količini v  gojišču. 
Koruzni škrob kot vir ogljika smo zamenjali z dekstrinom (D), topnim škrobom (TŠ), 
glukozo (Glc), saharozo (Sac), laktozo (Lac) in glicerolom (Gly). Vse smo dodajali v 
koncentraciji  75 g/L. Gojišča smo primerno označili s črko in številko, npr. D75+AS10, kar 
pomeni, da ima gojišče 75 g/L dekstrina in  sulfata (10 g/L). Eksperiment smo izvajali v 
31 
Zaletel T.  Razvoj topnega in kemijsko definiranega gojišča … oksitetraciklina z bakterijo Streptomyces rimosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
 
dveh ponovitvah. Ena je vsebovala biološki pufer MOPS, druga pa biološki pufer MES (oba 
20 g/L). Vse verzije gojišč smo testirali v treh paralelkah, katere smo po 5 mL razdelili v 50 
mL centrifugirke.  
3.3.3.3 Vpliv koruzne namakalne vodice v gojiščih z kombinacijami virov ogljika in dušika 
na produkcijo oksitetraciklina s S. rimosus HP126 v produkcijskih gojiščih  
 
Slika 18: Shematski prikaz sestave gojišč za testiranje vpliva CSL 
 
Pripravili smo gojišča, s katerimi smo testirali vpliv CSL na produkcijo oksitetraciklina z 
bakterijo S. rimosus v modificiranih gojiščih POTC2, kjer smo zamenjali vire ogljika in 
dušika ter odvzeli CSL. Gojišča smo pripravili tako, da smo v čaše zatehtali oz. odmerili 
primerne količine sestavin, podanih v navodilih za produkcijsko gojišče POTC2. V 
osnovnem gojišču je vir ogljika koruzni škrob (75 g/L), vir dušika pa sojina moka (10 g/L). 
V poskusu smo menjali ali vir ogljika ali vir dušika ali pa oba hkrati. Vir ogljika je 
predstavljal dekstrin (oznaka D, 75 g/L), vir dušika pa dodatek amonijevega sulfata (AS, 10 
g/L) k obstoječi količini v gojišču. Ostale sestavine so ostale nespremenjene. Naredili smo 
2 ponovitvi, v eno smo dali pufer MOPS, v drugo pa pufer MES (oba 20 g/L). Vzporedno 
smo naredili še gojišče POTC, ki je imelo zamenjana vir dušika (dodatek 10 g/L amonijevega 
sulfata k obsotječi količini v gojišču) in ogljika (dekstrin, 75 g/L). Pri vseh teh gojiščih smo 
naredili še vzporeden poskus, kjer smo dodali ali odvzeli CSL (2,5 g/L). Vsa gojišča so bila 
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v treh paralelkah, katere smo ustrezno označili s črko in številko, glede na to, kaj so 
vsebovale in v kakšni koncentraciji. 
3.3.3.4 4.2.5 Vpliv CaCl2 v gojiščih z različnimi viri ogljika in dušika na produkcijo 
oksitetraciklina s S. rimosus HP126 
 
Slika 19: Shematski prikaz sestave gojišč za testiranje vpliva odstranitve CaCl2 
 
Testirali smo vpliv kalcijevega klorida na produkcijo oksitetraciklina v modificiranih 
gojiščih POTC2. Gojišča smo pripravili po navodilih za produkcijsko gojišče POTC2.  Vse 
sestavine smo odmerili oz. zatehtali v čašo. Pri vseh gojiščih smo odvzeli CaCl2 (4g/L). 
Pripravili smo gojišča brez menjav virov ogljika in dušika ter gojišča, kjer smo menjali samo 
vir ogljika (75 g/L koruznega škroba za 75 g/L dekstrina ali 75 g/L topnega škroba), samo 
vir dušika (10 g/L sojine moke za dodatek 10 g/L amonijevega sulfata h količini v 
obstoječem gojišču) ali pa smo hkrati menjali vir ogljika in dušika. Naredili smo 2 verziji 
teh gojišč, eno s dodanim pufrom MOPS, drugo pa z dodanim pufrom MES (oba 20 g/L). 
Vsa gojišča smo razdelili po 5 mL v 50 mL centrifugirke v 3 paralelkah. Gojišča smo 
ustrezno označili, npr. D+AS10 pomeni, da ima gojišče namesto koruznega škroba dekstrin 
in namesto sojine moke dodatek amonijevega sulfata.  
3.3.4 Inokulacija vegetativnih gojišč 
Spore shranjene na -20°C smo odtajali v brezprašni komori in sterilno inokulirali 
Erlenmajerjeve steklenice z 40 µL suspenzije spor. V 250 mL Erlenmajerjevi steklenici je 
bilo 40 mL vegetativnega gojišča. Inokulacija je potekala s pomočjo avtomatske pipete in 
sterilnih nastavkov. Pred in po inokulaciji smo rob Erlenmajerjeve steklenice ožgali z 
butanskim gorilnikom. Erlenmajerjeve steklenice smo nato postavili v stresalnik, kjer je 
potekalo gojenje 48 ur pri 28 °C in 220 obratih na minuto.  
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3.3.5 Inokulacija produktivnih gojišč 
Spore smo vzeli iz zamrzovalnika pri -20 °C in jih v brezprašni komori odtajali. S 40 µL 
suspenzije spor smo inokulirali 40 mL vegetativnega gojišča VOTC3, ki je služil kot vcepek 
za produkcijska gojišča.Vegetativno gojišče smo imeli v 250 mL Erlenmajerjevih 
stekelnicah. Erlermajerjeve steklenice smo prestavili v stresalnik, kjer je potekalo 
namnoževanje izbranega seva. Gojenje je potekalo 48 ur pri 28 °C in 220 rpm. Po 48 urah 
smo primerne vcepke po potrebi združili, da smo zagotovili primeren skupni volumen 
vcepkov za vsa produktivna gojišča in z njimi inokulirali 5 mL produktivnega gojišča v 50 
mL centrifugirkah. Eno produkcijsko gojišče smo inokulirali z 10 % vcepka, kar znaša 0,5 
mL. Inokulacija je potekala v brezprašni komori s pomočjo avtomatske pipete in sterilnih 
nastavkov. Pred in po inokulaciji smo z butanskim gorilnikom ožgali rob Erlenmajerjeve 
steklenice. Centrifugirke smo nato prestavili v stresalnik, kjer je gojenje potekalo. Gojenje 
je potekalo 120 ur pri 28 °C, 220 obratih na minuto in 60% vlažnosti.  
3.3.6 Vzorčenje vegetativnih gojišč 
Vegetativna gojišča smo vzorčili po 24 in 48 urah gojenja. Po 24 urah gojenja smo gojišča 
vzeli iz stresalnika, v brezprašni komori s pomočjo butanskega gorilnika  ožgali rob 
Erlenmajerjeve steklenice, gojišče dodobra pretresli in s pomočjo sterilnih pasterjevih pipet 
prenesli 2–3 mL kulture v sterilne 15 mL centrifugirke. Ponovno smo ožgali rob 
Erlenmajerjeve steklenice in jih zamašili s penastimi zamaški ter postavili nazaj v stresalnik. 
Odvzetemu vzorcu v 15 mL centrifugirkah smo v najkrajšem možnem času pomerili pH. Na 
enak način smo vzorčili tudi po 48 urah gojenja. Gojiščem smo po 48 urah gojenja poleg 
meritve pH opravili še meritev PMV. Meritev PMV nam pove, koliko trdnih snovi je v 
samem gojišču. Meritev smo opravili tako, da smo prenesli 10 mL vzorca v 15 mL 
centrifugirke na enak način kot pri vzorčenju za meritev pH. Centrifugirke smo postavili v 
centrifugo in jih centrifugirali pri 3900 obratih na minuto, 11 minut. Izmerili smo volumen 
peleta, kar predstavlja odstotek PMV (Lee in sod., 2002). 
3.3.7 Vzorčenje produktivnih gojišč 
Kulturi smo po končanem gojenju oz. po 120 urah izmerili pH. 
3.3.8 Priprava vzorcev na meritev HPLC in meritev oksitetraciklina v vzorcih 
Meritev HPLC nam poda natančno vrednost analita v bioloških vzorcih. Produktivna gojišča 
smo po končanem gojenju in po pomerjenem pH zakisali s pomočjo HCl. V digestoriju smo 
dodali 75 µL koncentrirane 37% HCl oz. dodali tolikšno količino koncentrirane HCl, da se 
je pH vrednost vzorca spustila na vrednost med 1,2 in 1,5. pH smo sproti preverjali s 
pomočjo pH metra. Zakisane vzorce smo nato prenesli v 2 mL centrifugirke s pomočjo 
pasterjevih pipet. Vzorce smo ustrezno označili in jih dali centrifugirati, da smo ločili 
supernatant, kjer se nahaja naša iskana komponenta, od peleta. Centrifugiranje je potekalo 
10 minut pri 16000 rpm. Po končanem centrifugiranju smo supernatant še filtrirali skozi 
filter z velikostjo por 0,45 µm. Po končanem filtriranju smo vzorce s pomočjo avtomatske 
pipete prenesli v viale. Po potrebi smo vzorce redčili z 0,01 M HCl. Redčitveni faktor je bil 
5 ali 10. V viale smo prenesli najmanj 600 µL čistega, redčenega ali neredčenega vzorca. 
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Viale smo potem naložili v avtomatski vzorčevalnik v UPLC aparatu Waters. Celoten 
postopek je potekal v nesterilnih pogojih. Merili smo koncentracijo oksitetraciklina v 
biološkem vzorcu. Kot referenco za količino smo uporabili oksitetraciklinski standard, 
pomerjen pri enakih pogojih kot biološki vzorci. Meritev je potekala avtomatsko. Merili smo 
na koloni (Nucleodur EC150/4.6; ) pri 50 °C. Temperatura vzorca je bila med 15 in 25 °C. 
Kot mobilno fazo smo uporabljali mešanico 75% folne kisline (0,1 %) in 25 % metanola. 
Pretok mobilne faze je bil 0,8 mL/min. Detekcija je potekala v UV spektru pri 275 nm. 
Celotna metoda je trajala 10 minut na posamezni vzorec.  
3.3.9 Statistična obdelava podatkov 
Pri testiranju produktivnih gojišč smo opravili poskuse v 3 paralelkah. Te rezultate smo 
statistično obdelali in iz ponovitev posameznega vzorca izračunali povprečno vrednost 
rezultatov in standardni odklon.  
3.3.9.1 Povprečna vrednost 
Rezultate meritev oksitetraciklina smo podali kot povprečno vrednost vseh ponovitev in smo 
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4 REZULTATI  
Cilj naloge je razvoj topnega in kemijsko definiranega vegetativnega in produkcijskega 
gojišča za biosintezo oksitetraciklina z bakterijo S. rimosus. Najprej smo optimizirali 
vegetativno gojišče tako, da smo v vodi netopne sestavine zamenjali s topnimi viri. V 
vegetativnem gojišču VOTC so bile netopne ali nedefinirane sestavine CaCO3, koruzni 
škrob, sojina moka in CSL. CaCO3 smo zamenjali s CaCl2, koruzni škrob smo zamenjali s 
dekstrinom in topnim škrobom, sojino moko s bakteriološkim peptonom, kvasnem 
ekstraktom ali dodatkom amonijevega sulfata, CSL smo le odstranili iz gojišča. 
Vegetativnem gojišču VOTC smo najprej netopen CaCO3 zamenjali s topnim CaCl2. Zaradi 
prisotnosti kalcijevega klorida smo v kulturi zaznali padec pH vrednosti, ki smo jo nato 
puferirali s dodatkom biološkega pufra MOPS. Koruzni škrob smo nadomestili z drugi viri 
ogljika in sojino moko z drugimi viri dušika ter potem poskusili še kombinacije med viri. V 
vseh poskusih smo testirali več koncentracij posameznega vira ogljika ali dušika. Poleg 
optimizacije virov v gojišču smo testirali še, kakšen vpliv ima CSL na rast, tako da smo 
testirali gojišča brez CSL in s topnimi sestavinami ter testirali dodatek mešanice mineralov 
h gojiščem s topnimi sestavinami. Cilj te naloge je bil razvoj topnega vegetativnega gojišča, 
kjer bi imel produkcijski sev vsaj primerljivo rast biomase kot v gojišču z netopnimi 
sestavinami. Indikatorja rasti sta padec pH vrednosti in večanje vrednosti PMV. 
 
Na podoben način kot pri vegetativnih gojiščih smo tudi pri produkcijskih gojiščih netopne 
sestavine nadomestili s topnimi. V osnovnem produkcijskem gojišču POTC so netopne 
sestavine CaCO3, koruzni škrob, sojina moka in CSL. Koruzni škrob smo nadomestili z 
dekstrinom, topnim škrobom, glukozo, saharozo, laktozo in glicerolom, sojino moko z 
dodatkom amonijevega sulfata in preizkušali, kako CSL v gojišču vpliva na produkcijo 
OTC. Produkcijsko gojišče ima glede na proceduro še amilazo, ki pa je nismo uporabljali, 
če smo uporabili topni vir ogljika. Glede na rezultate rasti biomase in padca pH v vegetativni 
stopnji smo določili, da v osnovno produkcijsko gojišče POTC dodamo mešanico mineralnih 
snovi.  
 
Cilj te naloge je, da optimiziramo topno in kemijsko definirano gojišče, ki bo še vedno 
omogočalo višji donos OTC z visokodonosnim sevom S. rimosus HP126, v primerjavi z 
naravnim sevom ali nizkodonosnimi sevi, kot je sev S. rimosus 4018. Zavedali smo se, da 
bo pri zamenjavi virov donos oksitetracikilina (OTC) prav gotovo padel, vendar za potrebe 
študij biosinteznih poti, ki vplivajo na donos OTC, metaboloma in metabolnih fluksov pri S. 
rimosus, visok donos ni tako pomemben. Pomembna je komparativna razlika med donosom 
OTC pri visokodonosnem sevu in sevu divjega tipa Streptomyces rimosus.  
 
Na koncu je potrebno omeniti, da je tovrstno delo zelo vsebinsko in časovno obsežno, zato 
v prvem delu naloge (testiranje virov), nismo izvedli večjega števila ponovitev istega 
eksperimenta, kar ima seveda vpliv na kakovost rezultatov. Vendar pa je bila naloga prvega 
dela testiranj ugotoviti, kateri viri bodo lahko primerni za zamenjavo netopnih komponent 
gojišča; gre torej za bolj kvalitativne študije. V drugem delu, ko smo te vire združevali, pa 
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4.1 OPTIMIZACIJA VEGETATIVNEGA GOJIŠČA 
4.1.1 Zamenjava  CaCO3 s CaCl2 in vpliv zamenjave na tvorbo biomase S. rimosus v 
vegetativnem gojišču 
V vegetativnih gojiščih VOTC smo spremljali, kako CaCO3 in menjava CaCO3 z različnimi 
koncentracijami CaCl2 vpliva na morfologijo in tvorbo biomase seva 4018 (Slika 20) ter 
seva HP126 (Slika 21). Sledili smo spremembo vrednosti pH po 24 in 48 urah ter spremembo 
PMV po 48 urah. 
 
 
Slika 20: Vpliv menjave CaCO3 z različnimi koncentracijami CaCl2 na spremembo pH vrednosti po 24 in 48 
urah gojenja in PMV vrednost po 48 urah gojenja seva 4018 v gojišču VOTC 
 
Pri sevu 4018 (Slika 20) smo največji padec pH vrednosti opazili po 24 in 48 urah v gojišču, 
ki je vseboval 6 g/L CaCl2 (iz 7,0 na 6,16 po 24 urah in nato 4,29 po 48 urah). PMV vrednost 
je bila najvišja pri gojišču s 4 g/L CaCl2 (PMV=9). V tem gojišču je padec pH vrednosti 
podoben kot pri gojišču s 6 g/L CaCl2. Pri osnovnem gojišču s 4 g/L CaCO3 se je pH vrednost 
po 24 in 48 urah dvignila iz 7,0 na 7,8 in nato 8,0, kot je prikazano na sliki 20.  
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Slika 21: Vpliv CaCO3 in menjave CaCO3 z različnimi koncentracijami CaCl2 na spremembo pH vrednosti po 
24 in 48 urah gojenja in PMV vrednost po 48 urah gojenja s sevom HP126 v gojišču VOTC 
 
Pri gojenju seva HP126 (Slika 21) smo največji padec pH vrednosti opazili pri gojišču s 4 
g/L CaCl2 (po 24 urah padec na 5,9 in na 4,4 po 48 urah gojenja). Pri vseh gojiščih smo 
izmerili enake PMV vrednosti (PMV=10,5), izjema je gojišče s 4g/L CaCl2, ki ima vrednost 
PMV 10. Osnovno gojišče s 4 g/L CaCO3 je imelo najmanjši padec pH vrednosti in hkrati 
najvišjo končno pH vrednost v primerjavi z ostalimi gojišči. Sev 4018 je pri gojenju v gojišču 
s 4 g/L CaCl2 imel najboljšo rast, zato smo to vrednost kalcijevega klorida uporabili za 
nadaljnje poskuse.  
4.1.2 Vpliv različnih koncentracij MOPS na kulturo S. rimosus v vegetativnih 
gojiščih 
Testirali smo dodatek različnih koncentracij pufra MOPS v gojišča VOTC, kjer smo CaCO3 
nadomestili s CaCl2 in opazovali, kako dodatek pufra vpliva na spremembe vrednosti pH in 
PMV pri rasti S. rimosus 4018 in HP126.  
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Slika 22: Vpliv koncentracije MOPS v gojišču VOTC, kjer smo 4g/L CaCO3 nadomestili z 4g/L CaCl2, na 
spremembo pH vrednosti po 24 in 48 urah gojenja in PMV vrednost po 48 urah gonjenja seva 4018 
 
Največjo spremembo pH vrednosti pri sevu 4018 (Slika 22) smo opazili pri gojišču, ki ni 
imelo dodanega MOPS (MOPS0; pH vrednost je iz 7,0 padla na vrednost 6,7 po 24 urah in 
na vrednost 4,5 po 48 urah gojenja). Pri gojiščih z dodanim MOPS je pH vrednost odstopala 
za največ 0,2 enote od začetne vrednosti pH. V osnovnem gojišču (gojišče s 4 g/L CaCO3) 
v času biosinteze nismo opazili bistvenih sprememb pH vrednosti, obenem je imelo to 
gojišče najmanjšo vrednost PMV (PMV=5,5). Najvišjo PMV vrednost smo izmerili v 
gojišču, ki ni vsebovalo MOPS in je vsebovalo 4 g/L CaCl2 (PMV=11). 
 
 
Slika 23: Vpliv vsebnosti MOPS v  gojišču VOTC, kjer smo 4 g/L CaCO3 nadomestili s 4 g/L CaCl2. na 
spremembo pH vrednosti po 24 in 48 urah gojenja in PMV vrednosti po 48 urah gojenja seva HP126 
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Pri gojenju seva HP126 (Slika 23) smo opazili največjo spremembo pH vrednosti pri gojišču, 
ki ne vsebuje pufra MOPS (MOPS0). pH vrednosti se v vseh gojiščih, kjer je bil dodan pufer 
MOPS niso spreminjale (odstopale za največ 0,2 enote od začetne vrednosti, ki je znašala 
7,0). Pri gojišču z dodanim MOPS v koncentraciji 3 g/L je znašala pH vrednost po 24 urah 
6,6, po 48 urah gojenja pa se je pH vrednost dvignila na 6,8. PMV vrednost je bila najvišja 
pri osnovnem gojišču (CaCO3; PMV=11) in pri gojišču z dodanim MOPS 3 g/L (PMV=10). 
Glede na pridobljene rezultate smo v nadaljevanju v gojišče dodajali MOPS v koncentraciji 
3 g/L. 
4.1.3 Vpliv različnih virov ogljika na kulturo  S. rimosus v vegetativni stopnji 
4.1.3.1 Vpliv optimizacije virov ogljika v gojišču VOTC na kulturo S. rimosus v 
vegetativni stopnji 
Testirali smo vpliv različnih virov ogljika in dušika na rast bakterije S. rimosus in opazovali 
spremembo pH vrednosti po 24 in 48 urah gojenja ter spremembo PMV vrednost po 48 urah 
gojenja. Testirali smo različne različice gojišča VOTC z zamenjanim virom ogljika na sevih 
4018 in HP126. Namesto netopnega koruznega škroba (30 g/L) smo v gojišče dodali dekstrin 
(25, 30, 40 in 60 g/L) ali topni škrob (25, 30, 40 in 60 g/L).  
 
 
Slika 24: Vpliv različnih virov ogljika v različnih koncentracijah na spremembo pH vrednosti po 24 in 48 urah 
gojenja in PMV vrednosti po 48 urah gojenja seva 4018 v gojišču VOTC. Viri ogljika:  dekstrin (oznaka D), 
topni škrob (oznaka TŠ), koruzni škrob (oznaka Š), koncentracija podana s številko v g/L poleg oznake. 
 
Kot je razvidno iz grafa na sliki 24 z izjemo gojišča TŠ25 (vir ogljika je topni škrov v 
koncentraciji 25g/L), pri gojenju seva 4018 opazimo, da se je pH vrednost ostalih gojišč 
zvišala po 48 urah gojenja. Pri vseh gojiščih je opazna sprememba pH vrednosti do 0,3 enote. 
Največji dvig pH vrednosti smo opazili pri gojišču s topnim škrobom 60 g/L in sicer se je 
vrednost pH dvignila s 6,7 po 24 urah na vrednost pH 7,0 po 48 urah gojenja. V gojišču s 
koruznim škrobom smo opazili dvig pH vrednosti že po 24 urah (vrednost pH je znašala 
7,8). Najvišja PMV vrednost je bila izmerjena pri gojišču s topnim škrobom 30 g/L 
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(PMV=7). Vsa gojišča, z izjemo gojišča s 60 g/L topnega škroba, imajo višjo PMV vrednost 
v primerjavi z gojiščem Š30 (Slika 24). 
 
 
Slika 25: Vpliv različnih virov ogljika v različnih koncentracijah na spremembo pH vrednosti po 24 in 48 urah 
gojenja in PMV vrednosti po 48 urah gojenja seva HP126 v gojišču VOTC. Viri ogljika:  dekstrin (oznaka D), 
topni škrob (oznaka TŠ), koruzni škrob (oznaka Š), koncentracija podana s številko v g/L poleg oznake. 
 
Pri gojenju s sevom HP126 (Slika 25) smo opazili, da imajo vsa gojišča enako ali višjo PMV 
vrednost kot osnovno gojišče s 30 g/L koruznega škroba. Najvišjo vrednost PMV ima gojišče 
s 60 g/L topnega škroba (PMV=20), medtem ko imajo gojišča z dekstrinom (30, 40 in 60 
g/L) in topnim škrobom (30 in 40 g/L) podobno vrednost PMV (PMV=14 ali 14,5). Opazili 
smo, da je sprememba pH vrednosti podobna pri vseh gojiščih z dekstrinom in topnim 
škrobom in znaša padec pH vrednosti po 24 urah gojenja do največ 0,3 enote, po 48 urah 
gojenja pa znaša padec pH vrednosti za največ 0,5 enote od začetne vrednosti. Največji padec 
pH vrednosti je opazen pri gojišču 40 g/L dekstrina. Pri gojišču s 30 g/L koruznega škroba 
se pH vrednost po 24 urah dvigne na 7,3 in potem po 48 urah gojenja pade na 6,8. Vzporedno 
smo izvajali še eksperiment z enakimi parametri v gojišču VOTC1, rezultati so predstavljeni 
v nadaljevanju naloge. Vsekakor pa lahko zaključimo, da bistvenih sprememb pH vrednosti 
v času bioprocesa v gojišču ni. 
4.1.3.2 Vpliv spremembe virov ogljika v gojišču VOTC1 na kulturo S. rimosus v 
vegetativni stopnji 
Opazovali smo vpliv različnih virov ogljika na rast kulture S. rimosus 4018 in HP126 v 
modificiranem gojišču VOTC1. To gojišče namesto 4 g/L CaCO3 (VOTC) vsebuje 4 g/L 
CaCl2 in 7 g/L pufra MOPS. Namesto 30 g/L koruznega škroba smo kot druge topne vire 
ogljika v gojišču uporabili dekstrin (25 in 30 g/L) in topni škrob (25 in 30 g/L). 
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Slika 26: Primerjava vpliva različnih virov ogljika v različnih koncentracijah na spremembo pH vrednosti po 
24 in 48 urah gojenja in PMV vrednosti po 48 urah gojenja seva 4018 v gojišču VOTC in VOTC1 (oznaka 
CM). Viri ogljika: dekstrin (oznaka D), topni škrob (oznaka TŠ), koruzni škrob (oznaka Š), koncentracija 
podana s številko v g/L poleg oznake. 
 
Največja vrednost PMV v gojiščih, kjer smo gojili sev 4018 (Slika 26), je bila pri gojišču 
DM30_CM in je znašala 8,5. PMV vrednost je, z izjemo gojišča TŠ30_CM, višja pri gojiščih 
VOTC1 (oznaka CM) v primerjavi z gojišči VOTC. pH vrednosti se pri gojiščih VOTC 
tekom poskusa bistveno niso spreminjale, spremembe pH vrednosti znašajo do največ 0,2 
enote. V gojiščih VOTC z dekstrinom opazimo, da so se pH vrednosti po 48 urah gojenja 
dvignile v primerjavi s pH vrednostjo po 24 urah gojenja. V gojiščih VOTC1, kjer je 4 g/L 
CaCl2 in 7 g/L MOPS opazimo, da je največji padec pH vrednosti pri gojiščih z dekstrinom. 
Pri gojišču D25_CM je pH vrednost po 48 urah gojenja znašala 5,1, pri gojišču D30_CM pa 
je vrednost pH po 48 urah gojenja znašala 4,6. 
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Slika 27: Primerjava vpliva različnih virov ogljika v različnih koncentracijah na spremembo pH vrednosti po 
24 in 48 urah gojenja in PMV vrednosti po 48 urah gojenja seva HP126 v gojišču VOTC in VOTC1 (oznaka 
CM). Viri ogljika: dekstrin (oznaka D), topni škrob (oznaka TŠ), koruzni škrob (oznaka Š), koncentracija 
podana s številko v g/L poleg oznake. 
 
Pri gojenju seva HP126 smo opazili (Slika 27), da so gojišča VOTC imela večje vrednosti 
PMV kot gojišča VOTC1. Gojišče z največjo PMV vrednostjo je D30 in znaša PMV=11, 
gojišče z najnižjo PMV vrednostjo je TŠ25_CM in znaša PMV=5. V gojiščih VOTC1, kjer 
smo 4 g/L CaCO3 nadomestili s 4 g/L CaCl2 ima najvišjo vrednost PMV gojišče Š30 in znaša 
PMV=8,5. V vseh gojiščih opazimo padanje pH vrednosti tekom poskusa. Največji padec 
pH vrednosti je pri gojiščih z dekstrinom (D30, D25_CM in D30_CM), kjer pH vrednost 
pade iz začetne vrednosti 7,0 na vrednosti okoli 6,5 po 48 urah gojenja (Slika 27). Na podlagi 
teh rezultatov smo se odločili, da se za nadaljnje poskuse kot glavni vir ogljika uporablja 
dekstrin.  
4.1.4 Vpliv različnih virov dušika na kulturo S. rimosus v vegetativni stopnji 
4.1.4.1 Vpliv spremembe virov dušika v gojišču VOTC na kulturo S. rimosus v vegetativni 
stopnji 
V gojiščih VOTC smo sojino moko nadomeščali z drugimi viri dušika in opazovali, kakšen 
vpliv ima sprememba na rast bakterije S. rimosus. Namesto 3 g/L sojine moke smo v gojiščih 
uporabili druge topne vire dušika. Uporabili smo bakteriološki pepton (3 in 6 g/L), kvasni 
ekstrakt (3, 5, 6 in 7 g/L) in dodatek amonijevega sulfata k obstoječemu gojišču (4, 6, 8 in 
10 g/L). Eksperimente smo  izvedli s sevoma 4018 in HP126. 
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Slika 28: Vpliv različnih virov dušika  v različnih koncentracijah na spremembo pH vrednosti po 24 in 48 urah 
gojenja in PMV vrednosti po 48 urah gojenja seva 4018 v gojišču VOTC. Viri dušika: bakteriološki pepton 
(oznaka P), kvasni ekstrakt (oznaka KE), dodatek amonijevega sulfata k obstoječi količini v gojišču (oznaka 
AS), sojina moka (oznaka SM), koncentracija podana s številko v g/L poleg oznake. 
 
Gojišča z bakteriološkim peptonom in kvasnim ekstraktom so imela pri gojenja seva 4018 
(Slika 28) nižjo PMV vrednost kot gojišče s sojino moko. Najvišje vrednosti PMV imajo 
gojišča, kjer smo dodali amonijev sulfat. Največjo vrednost PMV ima gojišče AS10 in znaša 
PMV=16. Z izjemo gojišča AS4 pri ostalih gojiščih opazimo dvig pH vrednosti po 24 in 48 
urah gojenja. Gojišča z bakteriološkim peptonom, kvasnim ekstraktom in sojino moko imajo 
po 24 urah gojenja pH vrednosti okoli 8,0, ta se po 48 urah gojenja dvigne do vrednosti okoli 
8,2. Izjema sta gojišči KE5 in KE7, ki imata vrednost pH po 24 urah gojenja 7,5, po 48 urah 
gojenja pa pH naraste do vrednosti 8,2. Gojiščem z dodanim amonijevim sulfatom vrednosti 
pH po 48 urah gojenja ne presegajo vrednosti 7,2.  
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Slika 29: Vpliv različnih virov dušika  v različnih koncentracijah na spremembo pH vrednosti po 24 in 48 urah 
gojenja in PMV vrednosti po 48 urah gojenja seva HP126 v gojišču VOTC. Viri dušika: bakteriološki pepton 
(oznaka P), kvasni ekstrakt (oznaka KE), dodatek amonijevega sulfata k obstoječi količini v gojišču (oznaka 
AS), sojina moka (oznaka SM), koncentracija podana s številko v g/L poleg oznake. 
 
Ko smo sev HP126 gojili v gojiščih VOTC z različnimi viri dušika (Slika 29), smo opazili, 
da so vrednosti PMV drugih gojišč manjše kot pri osnovnem gojišču z sojino moko, katere 
vrednost PMV znaša 10,5. Gojišča z dodanim amonijevim sulfatom imajo enako vrednost 
PMV (PMV=10) in so hkrati najbližje vrednosti PMV osnovnega gojišča (SM3). Vrednosti 
PMV preostalih gojišč so manjše kot PMV vrednosti gojišč z amonijevim sulfatom in sojino 
moko. Najmanjša vrednost PMV je pri gojišču P6 in znaša 5,5. pH vrednost gojišč z 
amonijevim sulfatom in sojino moko se dvigne za 0,5 enote po 24 urah gojenja. Gojiščem z 
amonijevim sulfatom pH vrednost po 24 urah gojenja upade za 0,5 enote, gojišču s sojino 
moko pa pH vrednost pade za 0,7 enote. Pri gojiščih KE5, KE6, KE7 po 24 urah gojenja ne 
opazimo večjih sprememb pH vrednosti, gojiščem P3, P6 in KE3 pa se pH vrednost dvigne 
za 0,25 enote. Po 48 urah gojenja se gojiščem P6, KE5, KE6 in KE7 pH vrednost dvigne do 
1 enote v primerjavi z začetno pH vrednostjo (pH 7,0), gojišču P3 pa se dvigne za 0,2 enote. 
Samo pri gojišču KE3 je bilo mogoče po 48 urah gojenja opaziti rahli padec pH vrednosti v 
primerjavi s pH vrednostjo po 24 urah gojenja. Vzporedno smo izvajali še eksperiment s 
podobnimi parametri v gojišču VOTC1, rezultati so predstavljeni v nadaljevanju naloge. 
4.1.4.2 Vpliv spremembe virov dušika v gojišču VOTC1 na kulturo S. rimosus v 
vegetativni stopnji  
Opazovali smo vpliv različnih virov dušika na rast bakterije S. rimosus 4018 in HP126 v 
gojišču VOTC1. To gojišče namesto 4g/L CaCO3 vsebuje 4g/L CaCl2 in 7g/L pufra MOPS. 
Netopen vir dušika (3g/L sojine moke) smo nadomestili z topnim viri dušika. Kot topne vire 
dušika smo uporabili bakteriološki pepton (6g/L), kvasni ekstrakt (5 in 7g/L) in dodatek 
amonijevega sulfata k obstoječi količini v gojišču (8 in 10g/L). Spremljali smo vpliv 
različnih koncentracij virov dušika na spremembo pH vrednosti po 24 in 48 urah gojenja in 
PMV vrednosti po 48 urah.  
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Slika 30: Primerjava vpliva različnih virov dušika v različnih koncentracijah na spremembo pH vrednosti po 
24 in 48 urah gojenja in PMV po 48 urah gojenja seva 4018 v gojišču VOTC in VOTC1 (oznaka CM). Viri 
dušika: bakteriološki pepton (P), kvasni ekstrakt (KE), dodatek amonijevega sulfata (AS), koncentracija 
podana s številko v g/L poleg oznake. 
 
Gojišča VOTC1 (oznake CM) imajo v primerjavi z gojišči VOTC večje vrednosti PMV pri 
gojenju seva 4018 (Slika 30). Izjemi sta gojišči AS8 in AS10, ki imata največjo PMV 
vrednost (vrednost PMV gojišča AS8 je 15, vrednost PMV gojišča AS10 je 16). Med gojišči 
VOTC1 ima največjo vrednost PMV gojišče AS10_CM in znaša 10, najnižjo pa gojišče z 
sojino moko (SM3_CM) in znaša 6,5. Opazimo, da se pri gojiščih VOTC vrednost pH tekom 
poskusa dviguje. Največji dvig pH vrednosti opazimo pri gojiščih s peptonom in kvasnim 
ekstraktom in sicer za okoli 0,5 enote po 24 urah gojenja in potem še dvig vrednosti za 0,7 
enote po naslednjih 24 urah gojenja. Gojiščima z dodanim AS se pH vrednosti po 24 urah 
dvignejo za okoli 0,2 enote in potem dodatno še za 0,1 enoto po 48 urah gojenja. Gojiščima 
z 4g/L CaCl2 (VOTC1) in dodanim amonijevim sulfatom vrednost pH rahlo pade po 24 urah 
gojenja. Pri gojiščih s peptonom in kvasnim ekstraktom se vrednosti pH po 24 urah gojenja 
ne spremeni, po 48 urah gojenja pa vrednosti pH narastejo do 0,7 enote.  
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Slika 31: Primerjava vpliva različnih virov dušika v različnih koncentracijah na spremembo pH vrednosti po 
24 in 48 urah gojenja in PMV po 48 urah gojenja seva HP126 v gojišču VOTC in VOTC1 (oznaka CM). Viri 
dušika: bakteriološki pepton (P), kvasni ekstrakt (KE), dodatek amonijevega sulfata (AS), koncentracija 
podana s številko v g/L poleg oznake. 
 
Pri gojenju seva HP126 (Slika 31), smo opazili, da gojiščem z dodanim amonijevim sulfatom 
vrednost pH pada po 24 in 48 urah gojenja. Gojiščima AS8_CM in AS10_CM pade vrednost 
pH po 24 urah gojenja za 0,2 enote in za 0,3 enote po 48 urah gojenja. Gojiščema AS8 in 
AS10 vrednost pH po 24 urah naraste za 0,3 enote in po 48 urah gojenja pade na začetno 
vrednost (začetna vrednost pH je 7,0). Gojiščem VOTC s kvasnim ekstraktom in 
bakteriološkim peptonom se pH vrednost po 24 urah ne spremeni, gojiščem VOTC1 pa v 
tem času pH vrednost rahlo pade, izjema je gojišče SM3, kjer pH vrednost naraste za 0,2 
enote in gojišče SM3_CM, ki zadrži začetno vrednost pH po 24 in 48 urah gojenja.  Po 48 
urah gojenja gojiščem z bakteriološkim peptonom in kvasnim ekstraktom vrednost pH 
naraste (gojiščem KE5_CM, KE7_CM in P6_CM za okoli 0,6 enote in gojiščem P6, KE5, 
ter KE7 za okoli 1 enoto). Največjo vrednost PMV ima gojišče AS8_CM in znaša 13,5, 
gojišča AS8, AS10 in AS10_CM imajo vrednosti PMV=10, kar je manj kot osnovno gojišče 
SM3 (PMV=11). Na podlagi teh rezultatov smo se odločili, da je najboljši nadomestek za 
sojino moko dodatek amonijevega sulfata.  
4.1.5 Vpliv koruzne namakalne vodice pri gojiščih VOTC2 z različnimi viri ogljika 
in dušika na kulturo S. rimosus v vegetativni stopnji 
Opazovali smo, kako koruzna namakalna vodica (CSL) v vegetativnem gojišču VOTC2 
vpliva na rast kulture S. rimosus 4018 in HP126. Gojišče VOTC2 namesto CaCO3 vsebuje 
4 g/L CaCl2 in 3 g/L pufra MOPS. V gojišču smo lahko nadomestili samo vir ogljika (30 g/L 
dekstrina namesto 30 g/L koruznega škroba), samo vir dušika (namesto 3 g/L sojine moke 
smo dodali 8 g/L amonijevega sulfata k obstoječi količini v gojišču) ali pa smo kombinirali 
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Slika 32: Primerjava vpliva CSL na spremembo pH vrednosti po 24 in 48 urah gojenja in PMV po 48 urah 
gojenja seva 4018 v gojišču VOTC2, kjer je spremenjen samo vir ogljika ali samo dušika ali pa sta spremenjena 
oba. Vir ogljika: dekstrin (D), vir dušika: dodatek amonijevega sulfata (AS). Gojišče brez CSL je označeno z 
-C. Koncentracije podane v g/L. 
 
Podatke, pridobljene pri 48 urnem gojenju gojišč VOTC2 s sevom 4018, smo predstavili v 
grafu na sliki 32. Gojišča z največjo vrednostjo PMV so gojišča AS8 (PMV=10,5),  AS8-C 
(PMV=10) in D30 (PMV=8). Gojišča, ki so vsebovala CSL, imajo povprečno večje 
vrednosti PMV kot enaka gojišča brez CSL. pH vrednosti pri vseh gojiščih skozi celoten 
proces padajo. Izjema je gojišče AS8, kjer pH vrednost po 24 urah gojenja pade za 0,4 enote, 
nato po 48 urah gojenja naraste za 0,1 enote. Pri gojiščih brez CSL opazimo podobne padce 
pH vrednosti po 24 in 48 urah gojenja. V kontrolnem gojišču VOTC, ki smo ga vzporedno 
gojili za potrebe produkcije, opazimo padec pH vrednosti po 24 urah za 0,1 enote in nato 
dvig pH vrednosti za 1 enoto po 48 urah gojenja. 
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Slika 33: Primerjava vpliva CSL na spremembo pH vrednosti po 24 in 48 urah gojenja in PMV po 48 urah 
gojenja seva HP126 v gojišču VOTC2, kjer je spremenjen samo vir ogljika ali samo dušika ali pa sta 
spremenjena oba. Vir ogljika: dekstrin (D), vir dušika: dodatek amonijevega sulfata (AS). Gojišče brez CSL je 
označeno z -C. Koncentracije podane v g/L. 
 
Pri gojenju seva HP126 (Slika 33) smo opazili, da so padci pH vrednosti med gojišči brez 
CSL in s kombiniranimi viri ogljika in dušika med seboj podobni. Gojišča z CSL imajo v 
primerjavi z gojišči brez CSL večji padec pH vrednosti po 48 urah gojenja. Največji padec 
pH vrednosti opazimo pri gojišču D30 (pade za več kot 2,3 enote po 48 urah gojenja), hkrati 
ima to gojišče tudi največjo vrednost PMV (PMV=10). PMV vrednosti so večje pri gojiščih 
z CSL kot pri gojiščih brez CSL. Izjema sta gojišči D30-C in AS-C, kjer je vrednost PMV 
večja kot pri gojiščih z CSL, hkrati pa je opazen tudi večji padec pH vrednosti kot pri ostalih 
gojiščih brez CSL. Kontrolnemu gojišču VOTC pH vrednost naraste za 0,4 enote po 24 urah 
in se spusti na začetno pH vrednost po 48 urah gojenja. PMV vrednost po 48 urah gojenja 
kontrolnega gojišča znaša 10,5.  
4.1.5.1 Vpliv koruzne namakalne vodice pri gojiščih z različnimi viri ogljika in dušika na 
rast vcepka bakterije S. rimosus za produkcijo oksitetraciklina v gojišču SOP1 
Optimirana gojišča, opisana v poglavju 4.1.1.5, smo uporabili kot vcepek za testno 
produkcijsko gojišče SOP1. V nadaljevanju smo vrednotili vpliv sestave gojišča vcepka na 
produkcijo oksitetraciklina pri bakteriji S. rimosus 4018 in HP126. 
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Slika 34: Vpliv sestave gojišča vcepka na produkcijo oksitetraciklina z bakterijo S. rimosus 4018 v testnem 
produkcijskem gojišču SOP1 po 120 urah. Viri ogljika v vcepku: dekstrin (D), vir dušika v vcepku: dodatek 
amonijevega sulfata (AS) ali kombinacija obeh. Koncentracije podane v g/L . 
 
Največjo produkcijo oksitetraciklina z sevom 4018 (Slika 34) je omogočilo gojišče, ki je 
bilo inokulirano iz vcepka, katerega gojišče ni vsebovalo CSL in je imelo kot vir dušika 
namesto 3 g/L sojine moke dodanih 8 g/L amonijevega sulfata (AS8 brez CSL). Produkcija 
OTC v tem gojišču je znašala okoli 300 mg/L. Najmanjše produkcije so imela gojišča vcepka 
s kombiniranimi viri ogljika in dušika in z CSL. Povprečno je produkcija gojišč brez CSL 




Slika 35: Vpliv sestave gojišča vcepka na produkcijo oksitetraciklina z bakterijo S. rimosus HP126 v testnem 
produkcijskem gojišču SOP1 po 120 urah.Viri ogljika v vcepku: dekstrin (D), vir dušika v vcepku: dodatek 
amonijevega sulfata (AS) ali kombinacija obeh. Koncentracije podane v g/L. 
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Produkcije oksitetraciklina s sevom HP126 (Slika 35) so večje pri vcepkih, kjer je prisoten 
CSL. Največjo produkcijo je imelo gojišče vcepka z CSL in z 30 g/L dekstrina (D30 z CSL) 
in znaša okoli 8 g/L. Produkcija OTC je v gojiščih, kjer so viri ogljika in dušika nadomeščeni 
hkrati manjša, kot v gojiščih, v katerih so viri ogljika in dušika nadomeščeni posamezno, ne 
glede na to, če je v gojišču prisoten CSL. Produkcija oksitetraciklina s sevom 4018 je 
nekajkrat manjša v gojiščih z CSL kot v gojiščih brez CSL, obratno je pri produkciji s sevom 
HP126, kjer je produkcija OTC v gojiščih z CSL večja kot pri gojiščih brez CSL. Zaradi teh 
razlogov in zaradi cilja razvoja kemijsko definiranega gojišča smo se odločili, da CSL ne 
bomo uporabljali pri pripravi vegetativnih gojišč.  
4.1.6 Vpliv dodatka mineralov na kulturo S. rimosus v vegetativni stopnji 
Opazovali smo, kako dodatek mešanice mineralov k vegetativnem gojišču VOTC2 vpliva 
na spremembo pH vrednosti in drugih značilnosti kulture po 24 in 48 urah gojenja. Pri 
eksperimentu smo uporabljali samo vegetativna gojišča VOTC2, kjer smo kombinirali vire 
ogljika in dušika. Topen vir ogljika je predstavljal dekstrin (25 g/L), topen vir dušika pa 
dodatek amonijevega sulfata (8 ali 10 g/L). Dodatno smo testirali še vpliv CSL v gojišču z 
in brez dodatka raztopine mineralov na rast kulture S. rimosus v vegetativni stopnji. 
 
 
Slika 36: Vpliv mešanice mineralov in CSL na spremembo pH vrednosti po 24 in 48 urah gojenja in PMV po 
48 urah gojenja seva 4018 v gojiščih VOTC2 s kombiniranima viroma ogljika (dekstrin, oznaka D) in dušika 
(dodatek amonijevega sulfata, oznaka AS). Gojišče brez CSL je označeno z -C, gojišče z CSL s +C. Gojišče 
brez mineralov je označeno z -M, gojišče z minerali s +M. Koncentracije so podane v g/L. 
 
Pri gojenju seva 4018 (Slika 36) opazimo, da imajo gojišča brez CSL  podobno pH vrednost 
po 24 in po 48 urah gojenja. Po 24 urah gojenja pH vrednost omenjenih gojišč pade za 0,4 
enote in nato za dodatne 0,5 enote v naslednjih 24 urah gojenja. Izjemoma pri gojišču 
D25AS8+C-M po 48 urah gojenja opazimo dvig pH vrednosti za 0,1 enote. PMV vrednosti 
so med gojišči podobne in znašajo 4 ali 5.   
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Slika 37: Vpliv mešanice mineralov in CSL na spremembo pH vrednosti po 24 in 48 urah gojenja in PMV po 
48 urah gojenja seva HP126 v gojiščih VOTC2 s kombiniranima viroma ogljika (dekstrin, oznaka D) in  dušika 
(dodatek amonijevega sulfata, oznaka AS). Gojišče brez CSL je označeno z -C, gojišče z CSL s +C. Gojišče 
brez mineralov je označeno z -M, gojišče z minerali s +M. Koncentracije so podane v g/L. 
 
PMV vrednost je pri gojenja seva HP126 (Slika 37) večja pri gojiščih, ki imajo prisoten CSL 
(gojišče DA25AS8+C-M ima vrednost PMV=8 in gojišče DA25AS8+C+M ima vrednost 
PMV=7,5), kot pri gojiščih, ki CSL nimajo. Gojišča z dodanim CSL ali mešanico mineralov 
imajo večji padec pH po 48 urah gojenja v primerjavi z gojišči, ki ne vsebujejo dodanih 
mineralov in CSL. Pri gojiščih D25AS8-C+M in D25AS10-C+M smo opazili največji padec 
vrednosti pH (padec pH vrednosti za 0,4 enote po 24 urah in za dodatni 2 enoti po 48 urah 
gojenja). Opazimo, da mešanica mineralov v gojiščih, kjer ni CSL, pozitivno vpliva na rast 
bakterije S. rimosus in zato bomo mešanico mineralov v nadaljnjih poskusih dodajali v 
gojišče. 
4.1.6.1 Vpliv dodatka mineralov na rast vcepka bakterije S. rimosus in produkcijo 
oksitetraciklina v gojišču SOP1 
Gojišča, omenjena v poglavju 4.1.6.1, smo uporabili kot vcepek za testno produkcijsko 
gojišče SOP1. Testirali smo vpliv sestave gojišča vcepka na produkcijo oksitetraciklina pri 
bakteriji S. rimosus 4018 in HP126. 
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Slika 38: Vpliv sestave gojišča vcepka na produkcijo oksitetraciklina s sevom 4018 v testnem produkcijskem 
gojišču SOP1 po 120 urah gojenja. Kombinacija vira ogljika v vcepku: dekstrin (oznaka D) in  vira dušika v 
vcepku: dodatek amonijevega sulfata (oznaka AS). Gojišče brez CSL je označeno z -C, gojišče z CSL pa +C. 
Gojišče brez mineralov je označeno z -M, gojišče z minerali  pa +M. Koncentracije podane v g/L. 
 
Iz rezultatov produkcije OTC s sevom 4018, podanih na sliki 38, opazimo, da je največja 
produkcija oksitetraciklina pri gojiščih brez CSL in z dodatkom mineralne raztopine. 
Produkcija OTC gojišča D25AS8-C+M znaša okoli 770 mg/L. Najnižja produkcijo je imelo 




Slika 39: Vpliv sestave gojišča vcepka na produkcijo oksitetraciklina s sevom HP126 v testnem produkcijskem 
gojišču SOP1 po 120 urah gojenja. Kombinacija vira ogljika v vcepku: dekstrin (oznaka D) in  vira dušika v 
vcepku: dodatek amonijevega sulfata (oznaka AS). Gojišče brez CSL je označeno z -C, gojišče z CSL pa +C. 
Gojišče brez mineralov je označeno z -M, gojišče z minerali  pa +M. Koncentracije podane v g/L. 
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Najvišjo produkcija oksitetraciklina s sevom HP126 (slika 39) je v gojišču D25AS8+C-M 
in znaša okoli 13,2 g/L. Podobno produkcijo omogočata tudi gojišča D25AS8+C+M in 
D25AS8-C-M. Najnižjo produkcijo ima gojišče D25AS8-C+M in znaša okoli 10,8 g/L. 
Glede na pridobljene rezultate smo se odločili, da v gojišča dodajamo mešanico mineralnih 
snovi, saj pozitivno vplivajo na produkcijo OTC v gojiščih brez CSL. 
4.2 TESTIRANJE PRODUKCIJSKIH GOJIŠČ 
4.2.1 Vpliv bioloških pufrov MOPS ali MES na produkcijo oksitetraciklina z 
bakterijo S. rimosus HP126 v produkcijskih gojiščih 
V obsegu teh testiranj smo vrednotili, kako dodatek pufra MOPS ali MES vpliva na 
produkcijo oksitetraciklina z bakterijo S. rimosus HP126. Za teste smo uporabili gojišča 
POTC, kjer smo  4 g/L CaCO3 nadomestili s 4 g/L CaCl2 in v gojišče dodali različne 
koncentracije pufra MOPS ali pufra MES (6, 12 in 20 g/L). Obenem smo posamezno 
nadomestili 75 g/L koruznega škroba s 75 g/L dekstrina (vir ogljika) in nadomestili 10 g/L 
sojine moke z dodatkom 10 g/L amonijevega sulfata k obstoječi količini v gojišču (vir 




Slika 40: Vpliv pufra MOPS ali pufra MES v različnih koncentracijah na gojiščih POTC1, z različnimi viri 
ogljika ali dušika, na produkcijo oksitetraciklina s sevom HP126 po 120 urah gojenja. Vir ogljika: dekstrin, vir 
dušika: dodatek amonijevega sulfata.  
 
Najvišjo produkcijo oksitetraciklina smo izmerili v gojišču z nadomeščenim virom ogljika 
in pufrom MOPS v koncentraciji 20 g/L (Slika 40). Produkcija OTC v tem gojišču znaša 
okoli 3,3 g/L in je višja od produkcije OTC v gojišču pri enaki koncentraciji pufra MOPS in 
brez nadomeščenega vira ogljika (produkcija znaša okoli 2,4 g/L OTC). Najvišjo produkcijo 
pri gojiščih z dodanim pufrom MES smo izmerili v gojišču brez sprememb vira ogljika in 
dušika, znašala je okoli 3 g/L OTC. Sledi mu produkcija v gojišču, kjer je nadomeščen samo 
vir dušika (10 g/L sojine moke nadomesti dodatek 10 g/L AS) in znaša okoli 2,8 g/L OTC. 
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Najvišje produkcije omogočajo gojišča z 20 g/L pufra MOPS ali MES, ki so v primerjavi z 
kontrolnim gojiščem POTC z 4 g/L CaCO3 v povprečju nižje za okoli 50 %. Na podlagi teh 
rezultatov bomo v nadaljnjih poskusih uporabljali pufra MOPS in MES v koncentraciji 20 
g/L. 
4.2.2 Vpliv MOPS ali MES in koruzne namakalne vodice na produkcijo 
oksitetraciklina z bakterijo S. rimosus HP126 v produkcijskih gojiščih 
Opazovali smo, kako pufra MOPS in MES ter CSL vplivajo na produkcijo oksitetraciklina 
v gojiščih POTC1. Gojišča POTC1 imajo 4 g/L CaCO3 nadomeščen z 4 g/L CaCl2, pufra 
MOPS ali MES v koncentraciji 6, 12 ali 20 g/L ter so brez ali imajo CSL. Obenem imajo 
gojišča nadomeščen vir ogljika in dušika posamezno ali pa je vir ogljika in dušika 
nadomeščen hkrati. 75 g/L koruznega škroba (vir ogljika) smo nadomestili z 75 g/L 
dekstrina, 10 g/L sojine moke (vir dušika) pa smo nadomestili z dodatkom 10 g/L 
amonijevega sulfata k obstoječi količini v gojišču. Rezultati produkcij OTC so predstavljeni 
na sliki 41.  
 
 
Slika 41: Vpliv pufra MOPS ali MES ter CSL v gojiščih  POTC1, ki ima spremenjena vira ogljika in dušika, 
na produkcijo oksitetraciklina s sevom HP126 po 120 urah gojenja. Vir ogljika: dekstrin, vir dušika: dodatek 
amonijevega sulfata.  
 
Največja produkcija oksitetraciklina je v gojišču brez nadomeščenih virov ogljika in dušika 
tako pri pufru MOPS kot MES. Najvišje produkcije omogočajo gojišča s koncentracijo 20 
g/L pufra MOPS ali MES. Izmed gojišč z nadomeščenimi viri ogljika in dušika omogoča 
največjo produkcijo OTC gojišče s 75 g/L dekstrina in dodanim 10 g/L AS ter brez CSL,  
znaša okoli  1,2 g/L. Najnižje produkcije OTC so v gojiščih z dodanim 6 g/L pufra MOPS 
ali MES. Na podlagi teh rezultatov smo v nadaljnjih poskusih uporabljali pufra MOPS in 
MES v koncentraciji 20 g/L. 
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4.2.3 Vpliv kombinacij virov ogljika in dušika na produkcijo oksitetraciklina z 
bakterijo S. rimosus HP126 
Testirali smo vpliv nadomestitve koruznega škroba v gojišču POTC2 z drugimi topnimi viri 
ogljika. 75 g/L koruznega škroba smo nadomestili z dekstrinom, topnim škrobom, glukozo, 
saharozo, laktozo in glicerolom, vse v koncentraciji 75 g/L. Poleg posamezne menjave vira 
ogljika smo nadomestitev vira ogljika kombinirali še z nadomestitvijo vira dušika. 10 g/L 




Slika 42: Vpliv nadomestitve vira ogljika posamezno in nadomestitve vira ogljika v kombinaciji z 
nadomestitvijo vira dušika na produkcijo oksitetraciklina s sevom HP126 v produkcijskem gojišču POTC2 z 
dodanim pufrom MOPS po 120 urah gojenja. Viri ogljika: koruzni škrob (Š), dekstrin (D), topni škrob (TŠ), 
glukoza (Glc),  saharoza (Sac), laktoza (Lac), glicerol (Gly), vir dušika: pri posamezni nadomestitvi vira ogljika 
je sojina moka, v kombinaciji pa amonijev sulfat (AS10). Koncentracije podane v g/L. 
 
Produkcija oksitetraciklina v gojiščih s pufrom MOPS (Slika 42) je najvišja v gojiščih, kjer 
je nadomeščen samo vir ogljika z dekstrinom ali topnim škrobom. Produkcija v gojišču D75 
znaša okoli 2,9 g/L, produkcija v gojišču TŠ75 pa znaša okoli 2,6 g/L oksitetraciklina. Izmed 
gojišč, v katerih smo hkrati nadomestili vira ogljika in vira dušika, omogoča največjo 
produkcijo gojišče TŠ75+AS10 in znaša okoli 1,1 g/L OTC. Gojišča, kjer je nadomeščen 
samo vir ogljika, omogočajo večjo produkcijo kot osnovno gojišče s koruznim škrobom 
(gojišče Š75). Izjema so gojišča s saharozo in glicerolom, v katerih je produkcija 
oksitetraciklina manjša kot v osnovnem gojišču Š75. Izmed gojišč z pufrom MES (Slika 43) 
omogoča najvišjo produkcijo OTC gojišče Lac75, kjer je nadomeščen samo vir ogljika, in 
znaša okoli 3,4 g/L. Sledi ji gojišče TŠ75, ki dosega produkcijo okoli 2,7 g/L OTC. Izmed 
gojišč s kombinirano nadomestitvijo virov ogljika in dušika je najvišja produkcija OTC v 
gojišču Lac75+AS10, znaša okoli 1,3 g/L, sledi produkcija okoli 1,3 g/L OTC v gojišču 
TŠ75+AS10 in produkcija OTC v gojišču Glc75+AS10, ki znaša okoli 1,2 g/L. Najnižjo 
produkcijo omogočajo, enako kot pri gojiščih s pufrom MOPS, gojišča z glicerolom in 
saharozo. Gojišča z pufrom MES omogočajo v primerjavi z gojišči s pufrom MOPS višje 
produkcije OTC. Gojišča z dekstrinom, topnim škrobom in laktozo omogočajo v obeh 
56 
Zaletel T.  Razvoj topnega in kemijsko definiranega gojišča … oksitetraciklina z bakterijo Streptomyces rimosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
 
primerih pufra najvišje vrednosti produkcije, najnižje pa gojišča z saharozo in glicerolom. V 
gojiščih, kjer je nadomeščen samo vir ogljika, se v povprečju proizvedejo višje količine OTC 
kot v gojiščih, kjer je nadomestitev vira ogljika kombinirana z nadomestitvijo vira dušika. 
Glede na podane rezultate smo za topno alternativo koruznemu škrobu za uporabo v 
naslednjih poskusih izbrali dekstrin in topni škrob.  
 
 
Slika 43: Vpliv nadomestitve vira ogljika posamezno in nadomestitve vira ogljika skupaj z virom dušika na 
produkcijo oksitetraciklina s sevom HP126 v produkcijskem gojišču POTC2 z dodanim pufrom MES po 120 
urah gojenja. Viri ogljika: koruzni škrob (Š), dekstrin (D), topni škrob (TŠ), glukoza (Glc),  saharoza (Sac), 
laktoza (Lac), glicerol (Gly), vir dušika: pri posamezni nadomestitvi vira ogljika je sojina moka, v kombinaciji 
pa amonijev sulfat (AS10). Koncentracije podane s številkami v g/L. 
4.2.4 Vpliv koruzne namakalne vodice pri gojiščih z kombinacijo virov ogljika in 
dušika na produkcijo oksitetraciklina z bakterijo S. rimosus HP126 
Testirali smo vpliv koruzne namakalne vodice (CSL) v gojišču POTC2 na produkcijo 
oksitetraciklina z bakterijo S. rimosus HP126. V gojišču POTC2 osnovni vir ogljika 
predstavlja 75 g/L koruznega škroba, osnovni vir dušika je 10 g/L sojine moke.Gojiščem 
smo nadomeščali vir ogljika ali vir dušika posamezno ali hkrati, ali pa virov ogljika in dušika 
nismo nadomestili. Namesto 75 g/L koruznega škroba smo uporabili 75 g/L dekstrina, 
namesto 10 g/L sojine moke pa dodatek 10 g/L amonijevega sulfata k obstoječi količini v 
gojišču. Hkrati smo izvedli še poskus z  gojiščem POTC, kjer smo 75 g/L koruznega škroba 
nadomestili z 75 g/L dekstrina in 10 g/L sojine moke nadomestili z dodatkom 10g/L 
amonijevega sulfata k obstoječi količini v gojišču.  
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Slika 44: Vpliv CSL pri gojiščih POTC2 z različnimi nadomestitvami vira ogljika in dušika, na produkcijo 
oksitetraciklina s sevom HP126 v produkcijskem gojišču POTC2 z dodanim pufrom MOPS po 120 urah 
gojenja. Nadomestitve vira ogljika in dušika ni, vira sta nadomeščena posamezno ali hkrati.Vpliv CSL na 
produkcijo oksitetraciklina s sevom HP126 v gojišču POTC z nadomeščenim virom ogljika in dušika (označba 
CaCO3). Viri ogljika: dekstrin (D), vir dušika: gojišči brez menjave in D75 je sojina moka, ostala amonijev 
sulfat (AS). Koncentracije podane v g/L. 
 
Izmed gojišč z pufrom MOPS (Slika 44) omogoča najvišjo produkcijo gojišče D75 brez in 
z CSL. Najmanjša produkcija OTC je bila dosežena v gojiščih D75AS10 in ne presega 
produkcije OTC v gojiščih brez menjav vira ogljika in dušika. Izmed gojišč z pufrom MES 
(Slika 45) omogoča najvišjo produkcijo gojišče brez menjav vira ogljika in dušika, v obeh 
primerih CSL. Produkcija OTC v gojišču z dodanim CSL znaša  okoli 3 g/L, produkcija v 
gojišču brez CSL pa znaša okoli 4,5 g/L. Podobno kot pri poskusih, kjer so gojišča vsebovala 
pufer MOPS, dosegajo najnižjo produkcijo gojišča s hkratno nadomestitvijo vira ogljika in 
dušika z CSL in brez CSL. Produkcije v teh gojiščih (z nadomeščenimi viri ogljika in dušika 
hkrati) v vseh primerih ne presegajo produkcije v ostalih gojiščih. Gojišča POTC, ki 
vsebujejo 4 g/L netopnega CaCO3, dosegajo višje produkcije v gojiščih z CSL. Produkcija 
OTC je v gojiščih s topnimi sestavinami (D75AS10) in brez CSL višja pri pufru MES kot 
pri pufru MOPS. Ker je produkcija v gojiščih v obeh primerih pufra še vedno v zadovoljivem 
donosu in ker odvzem CSL pripomore k cilju kemijske definiranosti gojišča, smo se odločili, 
da CSL odvzamemo iz gojišča.  
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Slika 45: Vpliv CSL pri gojiščih POTC2 z različnimi nadomestitvami vira ogljika in dušika, na produkcijo 
oksitetraciklina s sevom HP126 v produkcijskem gojišču POTC2 z dodanim pufrom MES po 120 urah gojenja. 
Nadomestitve vira ogljika in dušika ni, vira sta nadomeščena posamezno ali hkrati.Vpliv CSL na produkcijo 
oksitetraciklina s sevom HP126 v gojišču POTC z nadomeščenim virom ogljika in dušika (označba CaCO3). 
Viri ogljika: dekstrin (D), vir dušika: gojišči brez menjave in D75 je sojina moka, ostala amonijev sulfat (AS). 
Koncentracije podane v g/L. 
4.2.5 Vpliv CaCl2 v gojiščih z različnimi viri ogljika in dušika na produkcijo 
oksitetraciklina s S. rimosus HP126 
Iz gojišč POTC2, ki so imela različe vire ogljika in dušika smo odstranili CaCl2 in spremljali 
vpliv na produkcijo oksitetraciklina z bakterijo S. rimosus HP126. Zaradi vedno nižjih 
donosov tekom eksperimentov smo želeli preveriti, če vsebnost CaCl2 v produkcijskih 
gojiščih na kakršen koli način vpliva na količino produkcije oksitetraciklina.  V gojiščih 
POTC2 je osnovni vir ogljika 75 g/L koruznega škroba, ki smo ga nadomestili s 75 g/L 
dekstrina ali 75 g/L topnega škroba. Osnovni vir dušika je 10 g/L sojine moke, ki smo jo 
posamezno ali skupaj s koruznim škrobom nadomestili z dodatkom 10 g/L amonijevega 
sulfata k obstoječi količini v gojišču. Ločeno smo v gojišča dodali 20 g/L pufra MOPS ali 
MES. Rezultate poskusa smo prikazali na sliki 46. 
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Slika 46: Vpliv odstranitve CaCl2 v gojiščih, kjer smo spremenili samo vir ogljika ali samo vir dušika ali pa 
smo spremembo vira ogljika kombinirali s spremembo vira dušika, na produkcijo oksitetraciklina s sevom 
HP126 v produkcijskem gojišču POTC2 z dodanim pufrom MOPS ali MES po 120 urah gojenja. Viri ogljika: 
koruzni škrob (Š), dekstrin (D) in topni škrob (TŠ), vira dušika: sojina moka (SM) in amonijev sulfat (AS). 
Koncentracije podane v g/L. 
 
Najvišjo produkcija oksitetraciklina dosegajo gojišča, kjer nismo nadomestili vira ogljika in 
dušika (gojišče Š+SM), v obeh primerih pufra. Najnižje produkcije omogočajo gojišča, kjer 
so osnovne sestavine gojišča nadomeščene s topnimi (D+AS10 in TŠ+AS10). Produkcija 
OTC v kontrolnem gojišču POTC (z nenadomeščenimi virom ogljika in dušika in 4 g/L 
CaCO3) znaša okoli 3,4 g/L. Produkcija v gojišču, ki se produkciji v kontrolnem gojišču 
najbolj približa, je produkcija v gojišču TŠ z pufrom MOPS in znaša okoli 3 g/L OTC. 
Gojišča s pufrom MOPS imajo v primerjavi z gojišči s pufrom MES višje produkcije OTC. 
Produkcija OTC v gojiščih brez CaCl2 je primerljiva s produkcijo OTC v enakih gojiščih z 
dodanim CaCl2, zato lahko sklepamo, da CaCl2 bistveno ne vpliva na produkcijo OTC.  
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5 RAZPRAVA   
Cilj magistrske naloge je bilo ugotoviti, kako sestava vegetativnega in produktivnega gojišča 
vpliva na rast sevov S. rimousu in produkcijo oksitetraciklina. Sestava vegetativnega in 
produkcijskega gojišča je kompleksna, z veliko sestavinami, med katerimi so nekatere 
sestavine kompleksne in le delno topne v vodi. Netopnost posameznih komponent 
onemogoča preprosto spremljanje bioprocesa produkcije oksitetraciklina. Metod, kot je na 
primer spektrofotometrično merjenje optične gostote, s katerimi spremljamo rast 
mikroorganizma in potek samega procesa, pri takih kompleksnih in netopnih gojiščih ne 
moremo uporabiti. Oteženo je spremljanje metabolitov in metabolnih procesov pri 
metabolnem inžiniringu. Otežena in predvsem cenovno zahtevna je izolacija produkta iz 
fermentacijske brozge. Zato bi gojišče, ki ima topne in kemijsko definirane sestavine, znatno 
olajšalo spremljanje bioprocesa in pomagalo pri lažji manipulaciji z organizmom ter olajšalo 
postopke izolacije produkta iz procesa. 
5.1 VEGETATIVNA GOJIŠČA 
Na začetku smo izvajali eksperimente, kjer smo iz osnovnega vegetativnega gojišča (VOTC) 
postopoma nadomeščali netopne snovi s topnimi.  
5.1.1 Vpliv menjave CaCO3 z CaCl2 in dodajanja MOPS na kulturo S. rimosus  v 
vegetativnem gojišču 
Najprej smo iz kompleksnega gojišča VOTC odstranili kalcijev karbonat in le-tega 
nadomestili s kalcijevim kloridom ter spremljali rast mikroorganizma. Kalcijev karbonat je 
vir kalcijevih 2+ kationov (Ca2+), ki so pomembni pri transportu snovi, sporulaciji, 
vzdrževanju celičnih sten, hkrati pa je tudi kofaktor encimov (Dominguez, 2004). Kalcijev 
klorid je topen vir kalcijevih ionov (Onoda in sod., 2000). Glede na gibanje pH vrednosti pri 
sevu 4018 smo za prihodnje analize izbrali koncentracijo 4 g/L kalcijevega klorida. Končne 
pH vrednosti so bile zaradi dodatka kalcijevega klorida v obeh sevih zelo nizke (med 4 in 
4,5, kar je spodnja mejna vrednosti pH za rast bakterije). Ker kalcijev klorid v vodi sprošča 
kloridne ione, se ti vežejo na vodikove ione in nastaja klorovodikova kislina, ki niža pH. 
Potrebno je bilo dodati pufer, ki bi zadrževal pH vrednosti v območju rasti. Izbrali smo pufer 
MOPS (MOPS..., 2018; Good in sod., 1966), saj pomaga zadrževati pH vrednost gojišča 
okoli naše začetne vrednosti.  
 
V gojišča VOTC, kjer smo 4 g/L CaCO3 nadomestili s 4 g/L CaCl2, smo dodali različne 
koncentracije pufra MOPS (0, 3, 7, 10 in 15 g/L) in vzporedno izvedli še poskus z osnovnim 
gojiščem VOTC (z 4 g/L CaCO3). Za primerno koncentracijo pufra MOPS se je izkazala 
koncentracija 3 g/L, saj je bila v tem primeru vrednost PMV najvišja, vrednost pH pa ni 
padla pod mejno vrednost za rast.  
5.1.2 Vpliv menjave virov ogljika na kulturo S. rimosus v vegetativnem gojišču 
Dekstrini so skupina ogljikovih hidratov z nizko molekulsko maso in so mešanica polimerov 
glukoze, povezane z glikozidno vezjo. So produkt depolimerizacije škroba s pomočjo 
hidrolize. Njihova značilnost je, da so topni v vodi in služijo kot hiter in enostaven vir ogljika 
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(BeMiller, 2003). Topni škrob je topna oblika škroba, ki nastane po toplotni in alkoholno-
kislinski obdelavi škroba (Small, 1919; Jivan in sod., 2014). Testirali smo, kako 
nadomestitev koruznega škroba z drugimi topnimi viri ogljika vpliva na rast bakterije. Sprva 
smo poskušali, kako nadomeščanje vira ogljika v gojišču VOTC vpliva na rast bakterije. 
Ugotovili smo, da nadomestitev vira ogljika s topnim virom v koncentraciji višji od 30 g/L, 
vendar nižji od 40 g/L, pozitivno vpliva na rast bakterije. Pri koncentraciji nižje od 30 g/L 
ter višje od 40 g/L opazimo inhibicijo rasti.  
 
Vzporedno smo izvedli podoben eksperiment v gojišču VOTC1.  Glede na gibanje in končne 
vrednosti pH ter vrednost PMV v primerjavi s gojiščem VOTC je najbolj primeren 
nadomestek vira ogljika za uporabo v nadaljnjih poskusih dekstrin v kocentraciji 30 g/L. 
PMV vrednosti so pri sevu HP126 sicer nižje v gojiščih VOTC1 kot v gojiščih VOTC, 
vendar je izmed gojišč z nadomeščenimi viri imelo gojišče s 30 g/L dekstrina najvišjo 
vrednost PMV. Pri sevu 4018 je imelo gojišče VOTC1 s 30 g/L dekstrina najvišji PMV 
izmed vseh gojišč.  
5.1.3 Vpliv menjave virov dušika na kulturo S. rimosus v vegetativnem gojišču 
V sklopu eksperimentov smo za vir dušika uporabili različne organske in anorganske vire 
dušika. Organski viri dušika so bili sojina moka, kvasni ekstrakt in bakteriološki pepton. Kot 
vir anorganskega dušika smo uporabili amonijev sulfat. Kvasni ekstrakt je produkt avtolize 
kvasnih celic, kjer se celična stena razgradi in odstrani, ostanejo pa proteini, aminokisline in 
minerali iz celice (Yeast extract, 2016). Bakteriološki pepton je produkt encimatske 
razgradnje govejega mesa. Je vir dušika, amino kislin, vitaminov in ogljika (Peptone 
bacteriological, 2018). Amonijev sulfat je vir dušika in žvepla (Ammonium sulfate, 2018). 
Nastane z reakcijo med amonijakom in žveplovo kislino. Sojina moka je produkt 
procesiranja sojinih semen z visoko vsebnostjo proteinov. Poleg proteinov vsebuje še lipide 
in vlaknine (Sojaprotein, 2016). 
 
pH vrednost gojišč VOTC se je pri obeh sevih in pri vseh koncentracijah peptona  in 
kvasnega ekstrakta tekom gojenja znatno povišala. Obe sestavini sta vir proteinov in amino 
kislin, kar lahko povzroči dvig pH vrednosti zaradi amonijevih ionov, ki nastanejo pri 
razgradnji proteinskih virov. Dvig pH lahko povzroči tudi odmiranje celic zaradi prevelike 
koncentracije hranila. Te trditve lahko delno potrdimo s podatkom gibanja pH vrednosti pri 
sevu HP126 v gojišču VOTC s 3 g/L kvasnega ekstrakta, kjer pH vrednost po 24 urah gojenja 
narasla, nato pa padla po 48 urah gojenja, kar nakazuje na celično rast.  
 
V gojiščih VOTC1 smo pri obeh sevih opazili, da se pH vrednost gojišč po 24 urah gojenja 
ne spremeni, po 48 urah gojenja pa naraste. Menimo, da je kalcijev klorid v gojiščih VOTC1 
z nadomeščenimi viri dušika v začetnih urah po inokulaciji še dodatno znižal pH vrednost 
in da je tekom rasti kapaciteta amonijevih ionov presegla zmožnosti zadrževanja pH 
vrednosti pufra MOPS, kar je povzročilo dvig pH.  
 
Kot vir anorganskega dušika smo uporabili amonijev sulfat, ki smo ga v obstoječa gojišča 
(ki že vsebujejo 4 g/L amonijevega sulfata) dodali v koncentracijah 6, 8 in 10 g/L. V gojiščih 
VOTC in VOTC1 so vrednosti PMV v vseh primerih nadomestitve vire dušika z dodatkom 
amonijevega sulfata višje kot pri osnovnem viru in ostalih nadomestitvah vira dušika. Glede 
62 
Zaletel T.  Razvoj topnega in kemijsko definiranega gojišča … oksitetraciklina z bakterijo Streptomyces rimosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
 
na višje vrednosti PMV pri obeh sevih v primerjavi z ostalimi nadomestki smo ugotovili, da 
je amonijev sulfat v koncentraciji med 6 in 10 g/L primeren topen nadomestek sojine moke. 
5.1.4 Vpliv koruzne namakalne vodice na kulturo S. rimosus v vegetativnem gojišču 
CSL oz. koruzna namakalna vodica je v veliki večini vir proteinov, vsebuje pa tudi mlečno 
kislino, ki je vir ogljika. CSL je iz vidika topnosti in definiranosti gojišča slaba surovina, saj 
poleg omenjenih snovi vsebuje še druge snovi (vitamine, minerale, reducirajoče sladkorje, 
aminski dušik, prah) v količinah, ki variirajo glede na serijo izdelka in tudi znotraj same 
serije (CSL, 2016). Če povzamemo rezultate celotnega dela eksperimenta lahko zaključimo, 
da CSL v bistveni meri ne vpliva na rast bakterije v vegetativni stopnji, saj so gibanja pH 
vrednosti in vrednsti PMV primerljive med vsemi variacijami gojišč.  
Gojišča za testiranje vpliva CSL na rast bakterije S. rimosus v vegetativni stopnji smo 
uporabili kot vcepek, s katerimi smo inokulirali testno produkcijsko gojišče SOP1. 
Produkcije OTC s sevom 4018 so bile v primerjavi s produkcijami s sevom HP126 bistveno 
nižje, saj je HP126 sev z visoko produkcijo. Primerjava produkcij istega seva pokaže, da 
CSL v bistveni meri ne vpliva na produkcijo OTC, saj so le-te podobne in lahko za zahteve 
naloge CSL odstranimo iz gojišča. V kolikor bi želeli v namen povišanja ravni produkcije 
nadomestiti manjkajoče snovi, prisotne v CSL, bi bilo potrebno izvesti dodatne 
eksperimente, kjer bi iskali primerne topne in kemijsko definirane nadomestke CSL.  
5.1.5 Vpliv dodatka mešanice mineralov na kulturo S. rimosus v vegetativnem 
gojišču 
Razen KH2PO4 in amonijevega sulfata vegetativno gojišče ne vsebuje drugih mineralnih 
snovi. KH2PO4 služi kot vir kalija in fosforja in hkrati kot pufer vzdržuje pH gojišča, 
amonijev sulfat pa služi kot vir žvepla in dušika. Ker drugih mineralnih snovi v gojišču ni, 
smo zato dodali mešanico mineralov, s katero smo vnesli magnezijeve, manganove, cinkove, 
železove in kobaltove ione, in opazovali, kako vplivajo na rast bakterije. Sestava mineralne 
mešanice je opisana v preglednici 4. Magnezij služi kot stabilizator celičnih membran in je 
encimski kofaktor. Železo je ključna komponenta v procesu dihanja, saj je sestavni element 
citokromov in proteinov, ki so pomembni pri transportu elektronov. Encimski kofaktor 
mangan je pomemben pri metabolizmu ogljikovih hidratov in proteinov, hkrati pa ščiti pri 
oksidativnih procesih. Cink sodeluje pri splošnem celičnem metabolizmu, njegovi produkti 
pa so pomembni pri regulaciji pH, glikolizi in replikaciji DNA (Porcheon in sod., 2013). 
Kobalt je encimski kofaktor in je glavni element v npr. kobalaminu, prekurzorju za 
produkcijo vitamina B12 (Hall in sod., 1953). 
 
Na podlagi rezultatov, pridobljenih v tem delu eksperimenta, ugotovimo, da je dodatek 
mešanice mineralov v gojišče s topnimi viri ogljika in dušika ter brez CSL pozitivno vplival 
na rast seva HP126 v vegetativni stopnji rasti, na sev 4018 pa mineralna mešanica bistveno 
ne vplivala.  
 
Podobno kot pri eksperimentih vpliva CSL smo tudi gojišča za testiranje vpliva mineralov v 
gojišču na rast bakterije S. rimosus v vegetativni stopnji uporabili kot vcepek, s katerimi smo 
inokulirali testno produkcijsko gojišče SOP1. Glede na pridobljene rezultate smo opazili, da 
pri sevu HP126 razlike v produkciji OTC pri dodatku mineralne mešanice v vegetativnem 
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gojišču ni. Nasprotno pa pri sevu 4018 dodatek mešanice mineralov v vegetativno gojišče 
izboljša produkcijo OTC. 
5.2 PRODUKCIJSKA GOJIŠČA 
V naslednjem delu smo na podoben način kot pri vegetativnem delu pripravili eksperimente, 
kjer smo opazovali vpliv spreminjanja sestave produkcijskih gojišč na produkcijo 
oskitetraciklina v produkcijskih gojiščih. Glede na rezultate, pridobljene tekom testiranja 
vegetativnih gojišč, smo ugotovili, da je dekstrin primeren topni nadomestek koruznemu 
škrobu, amonijev sulfat sojini moki ter da kalcijev klorid lahko nadomesti kalcijev karbonat. 
Testirali smo še druge vire ogljika. Poleg dekstrina smo uporabili še topni škrob, enostaven 
vir sladkorja glukozo, disaharid saharozo, laktozo in glicerol. Vsa testiranja so potekala s 
sevom HP126. 
5.2.1 Vpliv koncentracije MOPS ali MES na produkcijo oksitetraciklina 
V tem delu eksperimenta smo testirali, kako dodajanje pufra MOPS ali MES v produkcijska 
gojišča vpliva na produkcijo oksitetraciklina. MOPS je pufer, ki zadržuje pH v območju od 
6,5 do 7,9. MES je pufer, ki zadržuje pH v območju od 5,5 do 6,7. Imata visoko topnost v 
vodi in nizko v ostalih topilih. Sta encimatsko in kemijsko stabilna, nimata makrohranilnega 
učinka, sta vidna v UV spektru in imata nizko adsorbcijsko vrednost (Good in sod, 1966; 
MES hydrate, 2018; MOPS, 2018). Med testiranimi koncentracijami (6, 12 in 20 g/L) so 
imela gojišča z 20 g/L pufra MOPS in MES najvišje ravni produkcije oksitetraciklina. 
Produkcije, dosežene z gojišči s pufri, so sicer manjše kot produkcije s kontrolnimi gojišči, 
vendar so glede na doseženo topnost in definiranost gojišča sprejemljive. 
5.2.2 Vpliv različnih virov ogljika in dušika na produkcijo oksitetraciklina 
Gojišča, kjer smo nadomestili samo vir ogljika s topnim virom ogljika, so v povprečju imela 
do 40 % višje donose kot gojišča, kjer smo nadomestili vir ogljika in vir dušika. Kot najboljše 
alternative za topni vir ogljika so se izkazali dekstrin, topni škrob, laktoza in glukoza. 
Gojišča z dekstrinom in topnim škrobom so imela v gojiščih, kjer smo nadomestili samo vir 
ogljika, med seboj podobne donose produkcije in hkrati občutno večje od ostalih gojišč z 
nadomeščenim samo virom ogljika. V gojiščih z nadomeščenim virom ogljika in virom 
dušika so imela gojišča z dekstrinom izmed zgoraj naštetih nadomestkov najnižje 
produkcije. Gojišča s topnim škrobom so imela najvišje produkcije OTC. Gojišča z laktozo 
in pufrom MES so imela v primerajavi z gojišči z laktozo in pufrom MOPS višje produkcije 
OTC,  bistvene razlike v produkciji v gojiščih z drugimi viri ogljika med pufroma MOPS in 
MES ni opaziti. Ker nismo uspeli analizirati dodatnih topnih virov dušika, ki bi lahko 
nadomestili sojino moko, je to, v primeru optimizacije donosa produkcijskega gojišča, še 
potrebno storiti. Donos s topnimi gojišči (gojišči, kjer sta nadomeščena tako vir ogljika kot 
vir dušika) v tem delu eksperimenta pa je zadovoljiv v okviru razvoja topnega gojišča. 
Dekstrin je najbolša izbira za topni vir ogljika, saj je z vidika ekonomike bioprocesa 
nekajkrat cenejši kot topni škrob. Visoko produkcijo OTC smo dobili tudi z laktozo, vendar 
tako kot topni škrob predstavlja neekonomično alternativo v industriji. Vse te ugotovitve bi 
potrebovale še dodatna testiranja, da bi se ugotovilo prave alternative in koncentracije za 
optimizacijo produkcije OTC.  
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5.2.3 Vpliv koruzne namakalne vodice na produkcijo oksitetraciklina 
Opazovali smo, kako CSL v gojišču vpliva na produkcijo oskitetraciklina v produkcijskih 
gojiščih POTC2 s pufrom MOPS ali MES. CSL v gojiščih s pufrom MOPS pozitivno vpliva 
na produkcijo, medtem ko je produkcija v gojiščih z CSL in purfom MES nižja kot 
produkcija v gojiščih brez CSL in pufrom MES. Produkcija OTC je pri obeh primerih pufra 
največja v gojiščih s sojino moko. Ker sta sojina moka in CSL nedefinirana vira dušika, bi 
bilo potrebno v primeru potrebe po večji produkciji OTC testirati druge vire dušika in 
njihova razmerja v gojišču. Za potrebe izpolnitve ciljev te naloge smo CSL odstranili, ker 
bistveno ne vpliva na produkcijo OTC. 
5.2.4 Vpliv CaCl2 v produkcijskih gojiščih z različnimi viri ogljika in dušika na 
produkcijo oksitetraciklina 
Testirali smo, kako CaCl2 v produkcijskem gojišču POTC2 vpliva na produkcijo 
oksitetraciklina z bakterijo S. rimosus HP126. Če gojišču odvzamemo CaCl2, je kot vir 
ogljika najbolj primerna zamenjava topni škrob, saj ima v primerjavi z dekstrinom v enakih 
gojiščih še enkrat večjo produkcijo.  
5.3 ZAKLJUČEK 
V okviru magistrske naloge nas je zanimalo, kateri alternativni viri ogljika in dušika bi lahko 
nadomestili netopne komponente v gojiščih pri vegetativni in produkcijski stopnji 
produkcije antibiotika oksitetraciklina z bakterijo S. rimosus. Cilj naloge je bilo razviti 
popolnoma topna in kemijsko definirana gojišča. Uspelo nam je razviti topno in kemijsko 
definirano gojišče, ki pa ima manjšo produkcijo kot prvotno gojišče z netopnimi 
komponentami. Glede na rezultate se za pripravo vcepka uporabi vegetativnego gojišče 
VOTC3 (preglednica 9), kjer bi namesto 25 g/L dekstrina uporabil 30 g/L dekstrina,  za 
pripravo produkcijskega gojišča pa gojišče z recepturo, podano v spodnji preglednici 14. Za 
aplikativno rabo v industriji gojišče še ni popolnoma primerno, saj bi bilo potrebno 
podrobneje raziskati kombinacije virov, njihovo zastopanost v gojišču ter optimalne 
koncentracije, da bi tekom gojenja dosegli donose oksitetraciklina, primerljive z donosi 
industrijske proizvodnje omenjenega antibiotika, kjer gojenje poteka v osnovnem gojišču. 
Eksperimenti so bili opravljeni v majhnem merilu (na stresalniku), zato bi bilo potrebno 
preveriti, kako se mikroorganizem obnaša v danem gojišču v pilotnem merilu in ugotoviti 
primeren način vodenja procesa (predvsem režim vzdrževanja optimalnega pH in nadzora 
dovajanja hranil). Menim pa, da je topno in kemijsko definirano gojišče opisano v 





Preglednica 14: Sestava topnega in kemijsko definiranega produkcijskega gojišča  
Sestavina Količina za 1L Vrstni red* 
Topni škrob/dekstrin 75 g 1 
CaCl2 
4 g 1 
65 
Zaletel T.  Razvoj topnega in kemijsko definiranega gojišča … oksitetraciklina z bakterijo Streptomyces rimosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
 
NaCl 2 g 2 
(NH4)2SO4 17 g 2 
KH2PO4 10% (w/V)  0,75 mL 3 
CoCl2 1% (w/V) 0,71 8mL 3 
MgSO4x7H2O 1.8 g 3 
MnSO4x7H2O 10 mL 0.5% (w/V) 3 
ZnSO4x7H2O 10 mL 0.5% (w/V) 3 
FeSO4x7H2O 5 mL 0.5% (w/V) 3 
MOPS/MES 20 g 4 
dH2O do 1 L 5 
Sterilizacija 25 min, 121 °C,  
*vrstni red opisan v poglavju 3.2.5.2, pod preglednico 10 
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- Optimizirali smo sestavo vegetativnega gojišča s sestavinami, ki so popolnoma topne v 
vodi. CaCl2 je primeren nadomestek za CaCO3, dekstrin je primeren nadomestek za 
koruzni škrob, amonijev sulfat je primeren nadomestek za sojino moko. Iz vegetativnega 
gojišča se odstrani CSL, doda se mešanico mineralov in pufer MOPS. Primerne 
koncentracije nadomeščenih sestavin so sledeče: 4 g/L CaCl2, 30 g/L dekstrina, dodatek 
8 g/L amonijevega sulfata k obstoječi koncentraciji v gojišču, kar skupno znaša 12 g/L 
amonijevega sulfata in 3 g/L pufra MOPS. 
 
- Optimizirali smo sestavo produkcijskega gojišča s sestavinami, ki so popolnoma topne 
v vodi. CaCl2 je primeren nadomestek za CaCO3, dekstrin ali topni škrob sta primerena 
nadomestka za koruzni škrob in amonijev sulfat je primeren nadomestek za sojino 
moko. Iz produkcijskega gojišča se odstrani CSL, amilazo in sojino moko ter se doda 
mešanico mineralov in pufer MOPS ali MES. Primerne koncentracije nadomeščenih 
sestavin so sledeče: 4 g/L CaCl2, 75 g/L dekstrina, dodatek 10 g/L amonijevega sulfata 
k obstoječi koncentraciji v gojišču in 20 g/L prufra MOPS ali MES. 
 
- Z navedenimi sestavinami smo optimizirali sestavo industrijskega produkcijskega 
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Produkcijsko gojišče za produkcijo oksitetraciklina z bakterijo Streptomyces rimousu je 
prilagojeno tako, da lahko bakterija proizvede velike količine biološkega produkta. Gojišče 
je sestavljeno iz kompleksih in nedefiniranih virov in je prilagojeno na optimalen izkoristek 
snovi. V sklopu magistrske naloge smo želeli razviti produktivno gojišče za produkcijo 
oksitetraciklina, ki je topno in kemijsko definirano.  
 
V prvem sklopu smo kompleksnemu vegetativnemu gojišču posamezno ali v kombinaciji 
odvzemali in nadomeščali komponentne gojišča. Netopen kalcijev karbonat smo nadomestili 
s kalcijevim kloridom in dodali pufer MOPS. Za najboljšo kombinacijo se je izkazala 
koncentracija 4 g/L kalcijevega klorida in 3 g/L MOPS. Koruzni škrob smo nadomestili s 
topnim škrobom in dekstrinom, sojino moko pa smo nadomestili z bakteriološkim 
peptonom, kvasnim ekstraktom in dodatkom amonijevega sulfata. Za najboljša nadomestka 
sta se izkazala dekstrin v koncentraciji 25 g/L in dodatek amonijevega sulfata v skupni 
koncentracji 12 g/L. Opazovali smo še, kako CSL in dodatek mešanice mineralov v gojišču 
vpliva na rast bakterije ter določili, da gojiščem odvzamemo CSL in dodamo mešanico 
mineralov. Ostale komponente gojišča so bile že topne in jih nismo spreminjali.  
 
V drugem sklopu smo s podobnim pristopom kot v prvem sklopu nadomeščali komponente 
produktivnega gojišča. Kalcijev karbonat smo nadomestili s kalcijevim kloridom in dodali 
pufer MOPS ali MES. Ugotovili smo, da znaša optimalna koncentracija pufra 20 g/L, 
kalcijevega klorida pa 4 g/L. Preizkušali smo druge vire ogljika, ki so nadomestili netopen 
koruzni škrob. Namesto koruznega škroba smo uporabili dekstrin, topni škrobo, glukozo, 
saharozo, laktozo in glicerol. Hkrati smo posamezno ali v kombinaciji z nadomeščanjem 
koruznega škroba nadomestili še sojino moko z dodatkom amonijevega sulfata. Kot 
najboljša kombinacija sta se izkazala nadomestek koruznega škroba z dekstrinom ali topnim 
škrobom v koncentraciji 75 g/L in nadomestek sojine moke z dodatkom amonijevega sulfata 
v skupni koncentraciji 17 g/L. Opazovali smo še, kako CSL v gojišču vpliva na produkcijo 
OTC in ugotovili, da se produkcija v gojiščih brez in z CSL v bistveni meri ne razlikuje. 
Podobno smo preizkušali tudi vpliv kalcijevega klorida na produkcijo v topnem gojišču in 
ugotovili, da CaCl2 ne vpliva na produkcijo. Za razvoj industrijsko uporabnega in visoko 
donosnega topnega in kemijsko definiranega gojišča so potrebne še dodatne raziskave.  
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Vpliv odvzema CaCO3 in nadomestitev s CaCl2 pri razičnih koncentracijah na pH in PMV 
pri gojišču VOTC 
 
Sev Vrsta in koncentracija v g/L pH 24h pH 48h PMV 
4018 
CaCl2 2 g/L 5,10 4,45 7 
CaCl2 4 g/L 4,82 4,22 9 
CaCl2 6 g/L 6,16 4,29 7,5 
osnovno 7,82 8,09 5,5 
HP126 
CaCl2 2 g/L 6,18 4,50 10,5 
CaCl2 4 g/L 5,92 4,37 10 
CaCl2 6 g/L 5,97 4,96 10,5 
osnovno 7,29 6,80 10,5 
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Vpliv različnih koncentracij MOPS pri gojišču VOTC1 z 4g/L CaCl2, v primerjavi z 
gojiščem VOTC, ki ima 4g/L CaCO3  
 
Sev Vrsta in koncentracija v g/L pH 24h pH 48h PMV 
4018 
MOPS 0 6,71 4,54 11 
MOPS 3 6,92 6,90 7 
MOPS 7 6,94 6,89 7,5 
MOPS 10 6,96 6,93 7 
MOPS 15 7,00 6,95 6 
CaCO3 7,32 7,34 5,5 
KIT 
MOPS 0 6,89 6,04 7 
MOPS 3 6,64 6,80 10 
MOPS 7 6,84 6,89 7,5 
MOPS 10 6,87 6,89 8 
MOPS 15 6,95 6,96 8 
CaCO3 7,22 6,86 11 
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Vpliv različnih virov ogljika pri gojišču VOTC s CaCO3 na pH in PMV 
 
Sev Vrsta in koncentracija v g/L pH 24h pH 48h PMV 
4018 
Dekstrin 25 6,82 6,90 5,5 
Dekstrin 30 6,83 7,01 6,5 
Dekstrin 40 6,78 6,97 6,5 
Dekstrin 60 6,82 6,85 6,5 
Topni škrob 25 7,03 6,95 5,5 
Topni škrob 30 6,80 7,01 7 
Topni škrob 40 6,77 7,06 6 
Topni škrob 60 6,70 7,03 4 
Škrob 30 7,82 8,09 5,5 
HP126 
Dekstrin 25 6,89 6,69 10 
Dekstrin 30 6,78 6,56 14 
Dekstrin 40 6,76 6,51 14,5 
Dekstrin 60 6,75 6,36 14,5 
Topni škrob 25 6,94 6,66 10 
Topni škrob 30 6,96 6,62 14 
Topni škrob 40 6,95 6,59 14,5 
Topni škrob 60 6,91 6,55 20 
Škrob 30 7,29 6,80 10,5 
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Vpliv različnih virov ogljika pri gojišču VOTC1 s CaCl2 in MOPS v primerjavi z gojiščem 
VTOC s CaCO3 na pH in PMV 
 
Vir kalcija Sev Vrsta in koncentracija v g/L pH 24h pH 48h PMV 
CaCO3 
4018 
Dekstrin 25 6,82 6,90 5,5 
Dekstrin 30 6,80 6,93 6 
Topni škrob 25 7,03 6,95 5,5 
Topni škrob 30 7,03 6,94 6 
Škrob 30 7,32 7,34 5,5 
HP126 
Dekstrin 25 6,89 6,69 10 
Dekstrin 30 6,85 6,57 11,5 
Topni škrob 25 6,94 6,66 10 
Topni škrob 30 6,99 6,68 10 
Škrob 30 7,22 6,86 11 
CaCl2 + MOPS 7 
4018 
Dekstrin 25 6,72 5,14 6 
Dekstrin 30 6,68 4,56 8,5 
Topni škrob 25 6,83 6,34 5,5 
Topni škrob 30 6,84 6,36 5 
Škrob 30 7,09 7,11 6,5 
HP126 
Dekstrin 25 6,79 6,55 5,5 
Dekstrin 30 6,80 6,52 8 
Topni škrob 25 6,84 6,78 5 
Topni škrob 30 6,78 6,68 6 
Škrob 30 7,08 7,10 8,5 
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Vpliv različnih virov dušika pri gojišču VOTC1 s CaCl2 in MOPS ter pri gojišču VOTC s 
CaCO3 na pH in PMV 
 
Vir kalcija Sev Vrsta in koncentracija v g/L pH 24h pH 48h PMV 
CaCO3 
4018 
Pepton 6 7,57 8,17 4,5 
Kvasni ekstrakt 5 7,49 8,16 7,5 
Kvasni ekstrakt 7 7,50 8,22 5 
dAS 8 7,07 7,39 15 
dAS 10 7,07 7,35 16 
Sojina moka 3 7,32 7,34 5,5 
HP126 
Pepton 6 7,11 8,21 5 
Kvasni ekstrakt 5 7,00 7,90 6 
Kvasni ekstrakt 7 7,01 8,29 6 
dAS 8 7,25 7,05 10 
dAS 10 7,32 7,00 10 
Sojina moka 3 7,22 6,86 11 
CaCl2 in MOPS7 
4018 
Pepton 6 7,02 7,70 9 
Kvasni ekstrakt 5 6,98 7,56 8 
Kvasni ekstrakt 7 6,98 7,76 9 
dAS 8 6,82 6,85 8 
dAS 10 6,84 6,89 10 
Sojina moka 3 7,09 7,11 6,5 
HP126 
Pepton 6 6,82 7,45 6 
Kvasni ekstrakt 5 6,78 7,26 6 
Kvasni ekstrakt 7 6,73 7,36 6,5 
dAS 8 6,86 6,52 13,5 
dAS 10 6,82 6,54 10 
Sojina moka 3 7,08 7,10 8,5 
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Vpliv CSL pri gojiščih VOTC2 z različnimi viri in kombinacijami virov ogljika in dušika na 
pH, PMV in produkcijo OTC 
 
 Sev Vrsta in koncentracija v g/L pH 24h pH 48h PMV OTC v g/L st. dev. 
z CSL 
4018 
Dekstrin 30 6,41 4,78 8 0,04 0,08 
dAS 8 6,65 6,70 10,5 0,05 0,08 
Dekstin 25 in dAS 6 6,53 5,67 5 0,04 0,06 
Dekstrin 25 in dAS 8 6,31 6,22 4 0,02 0,02 
Dekstrin 30 in dAS 6 6,28 5,10 5 0,01 0,02 
Dekstrin 30 in dAS 8 6,42 6,33 4 0,01 0,02 
HP126 
Dekstrin 30 6,74 4,68 10 8,15 0,50 
dAS 8 6,71 5,13 8 7,69 1,22 
Dekstin 25 in dAS 6 6,61 5,05 6,5 6,78 0,23 
Dekstrin 25 in dAS 8 6,63 5,04 6 6,14 0,00 
Dekstrin 30 in dAS 6 6,59 5,05 6,5 6,79 0,38 
Dekstrin 30 in dAS 8 6,58 5,07 5,5 5,59 0,27 
brez CSL 
4018 
Dekstrin 30 6,64 6,06 6 0,11 0,04 
dAS 8 6,65 6,19 10 0,28 0,06 
Dekstin 25 in dAS 6 6,54 6,09 5 0,05 0,06 
Dekstrin 25 in dAS 8 6,62 6,45 5 0,09 0,02 
Dekstrin 30 in dAS 6 6,59 6,05 5 0,12 0,01 
Dekstrin 30 in dAS 8 6,56 5,78 5,5 0,10 0,02 
HP126 
Dekstrin 30 6,64 5,36 7,5 7,21 0,85 
dAS 8 6,62 6,22 7 7,01 0,47 
Dekstin 25 in dAS 6 6,67 6,50 4 5,16 0,78 
Dekstrin 25 in dAS 8 6,61 6,48 5 3,62 0,96 
Dekstrin 30 in dAS 6 6,61 6,51 5 3,93 1,03 
Dekstrin 30 in dAS 8 6,59 6,36 5 5,23 0,00 
KONTROLA 
4018 6,85 7,97 11 0,02 0,03 
HP126 7,41 6,98 10,5 7,56 1,03 
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Vpliv CSL in mineralov v kombiniranih gojiščih VOTC2 na pH, PMV in produkcijo OTC 
 
Sev Vrsta in koncentracija v g/L pH 24h pH 48h PMV OTC v g/L st. dev. 
4018 
Dekstrin25 in dAS8 z CSL in brez mineralov 6,44 6,37 5 0,69 0,46 
Dekstrin25 in dAS8 z CSL in z minerali 6,47 6,58 5 0,59 0,24 
Dekstrin25 in dAS8 brez CSL in brez mineralov 6,65 6,07 4 0,46 0,25 
Dekstrin25 in dAS10 brez CSL in brez mineralov 6,59 6,16 5 0,43 0,06 
Dekstrin25 in dAS8 brez CSL in z minerali 6,61 6,00 4 0,77 0,03 
Dekstrin25 in dAS10 brez CSL in z mineralov 6,64 6,09 4 0,73 0,08 
HP126 
Dekstrin25 in dAS8 z CSL in brez mineralov 6,54 5,18 8 13,22 0,61 
Dekstrin25 in dAS8 z CSL in z minerali 6,66 5,21 7,5 11,93 1,33 
Dekstrin25 in dAS8 brez CSL in brez mineralov 6,59 6,45 4 12,88 0,59 
Dekstrin25 in dAS10 brez CSL in brez mineralov 6,58 6,13 4 0,11 0,20 
Dekstrin25 in dAS8 brez CSL in z minerali 6,69 4,81 5 10,80 2,00 
Dekstrin25 in dAS10 brez CSL in z mineralov 6,63 4,69 4 9,95 0,53 
4018 
KONTROLA 
7,10 7,97 11 0,24 0,06 
HP126 7,16 6,92 11 7,65 5,45 
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Vpliv CaCO3 in CaCl2 z različnimi koncentracijami MOPS in MES v gojiščih POTC in 
POTC1 z menjanimmi viri ogljika in dušika na produkcijo OTC 
 
Vrsta vira kalcija Vrsta in koncentracija v g/L OTC v g/L st. dev. 
CaCO3 
Original 11,45 0,97 
Dekstrin 75 g/L 8,34 1,20 
dodatek AS 10 g/L 3,83 0,27 
Dekstrin 75 g/L+dodatek AS 10 g/L 6,19 0,31 
brez CSL 1,36 0,06 
CaCl2 in MOPS 3g/L 
Original 1,70 0,06 
Dekstrin 75 g/L 0,23 0,20 
dodatek AS 10 g/L 0,23 0,03 
Dekstrin 75 g/L+dodatek AS 10 g/L 0,13 0,02 
brez CSL 0,12 0,01 
CaCl2 in MOPS 6g/L 
Original 1,67 0,13 
Dekstrin 75 g/L 0,79 0,25 
dodatek AS 10 g/L 0,21 0,16 
Dekstrin 75 g/L+dodatek AS 10 g/L 0,34 0,68 
brez CSL 0,03 0,04 
CaCl2 in MOPS 12g/L 
Original 2,44 0,17 
Dekstrin 75 g/L 1,28 1,11 
dodatek AS 10 g/L 0,61 0,05 
Dekstrin 75 g/L+dodatek AS 10 g/L 0,00 0,00 
brez CSL 0,85 1,47 
CaCl2 in MOPS 20g/L 
Original 2,40 0,21 
Dekstrin 75 g/L 3,93 0,27 
dodatek AS 10 g/L 1,61 0,10 
Dekstrin 75 g/L+dodatek AS 10 g/L 1,13 0,24 
brez CSL 0,64 0,09 
CaCl2 in MES 6g/L 
Original 1,47 0,02 
Dekstrin 75 g/L 0,51 0,04 
dodatek AS 10 g/L 0,32 0,21 
Dekstrin 75 g/L+dodatek AS 10 g/L 0,00 0,00 
brez CSL 0,00 0,00 
CaCl2 in MES 12g/L 
Original 2,70 0,07 
Dekstrin 75 g/L 1,07 0,03 
dodatek AS 10 g/L 1,00 0,07 
Dekstrin 75 g/L+dodatek AS 10 g/L 0,24 0,03 
brez CSL 0,18 0,01 
CaCl2 in MES 20g/L Original 3,01 2,57 
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Dekstrin 75 g/L 2,24 0,04 
dodatek AS 10 g/L 2,84 0,11 
Dekstrin 75 g/L+dodatek AS 10 g/L 0,80 0,16 
brez CSL 1,22 0,22 
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Vpliv menjave samo vira ogljika ali vira ogljika in vira dušika pri pufrih MOPS in MES na 
produkcijo OTC pri gojišču POTC1 
 
Vrsta menjave 
Vrsta pufra in 
koncentracija v g/L 






Zamenjan samo vir ogljika 
MOPS20 
Škrob 75 1,06 0,08 
Dekstrin 75 2,86 0,14 
Topni škrob 75 2,57 0,07 
Glukoza 75 1,32 0,14 
Saharoza 75 0,20 0,03 
Laktoza 75 2,11 0,05 
Glicerol 75 0,12 0,02 
MES20 
Škrob 75 4,50 0,21 
Dekstrin 75 1,63 1,15 
Topni škrob 75 2,74 0,23 
Glukoza 75 1,60 0,10 
Saharoza 75 0,77 0,07 
Laktoza 75 3,43 0,17 
Glicerol 75 0,25 0,14 
Zamenjan vir ogljika in vir dušika 
(dAS10) 
MOPS20 
Škrob 75 1,50 0,49 
Dekstrin 75 0,40 0,04 
Topni škrob 75 1,14 0,11 
Glukoza 75 0,88 0,07 
Saharoza 75 0,10 0,01 
Laktoza 75 0,46 0,03 
Glicerol 75 0,00 0,00 
MES20 
Škrob 75 1,06 0,05 
Dekstrin 75 0,73 0,01 
Topni škrob 75 1,26 0,02 
Glukoza 75 1,16 0,12 
Saharoza 75 0,37 0,04 
Laktoza 75 1,31 0,04 





MES20 4,50 0,21 
KONTROLA 3,43 0,17 
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Vpliv CSL pri gojiščih POTC1 z različnimi viri ogljika in dušika in pri pufrih MOPS ali 
MES na produkcijo OTC 
 
  Vrsta pufra in koncentracija v g/L Vrsta menjave in koncentracija v g/L OTC v g/L st. dev. 
brez CSL 
MOPS 20 g/L 
brez menjave 1,06 1,06 
Dekstrin75 2,86 2,86 
dAS10 1,50 1,50 
Dekstrin75 in dAS10 0,52 0,15 
MES 20 g/L 
brez menjave 4,50 4,50 
Dekstrin75 1,63 1,63 
dAS10 1,06 1,06 
Dekstrin75 in dAS10 0,98 0,30 
CaCO3 brez menjave 1,36 0,06 
z CSL 
MOPS 20 g/L 
brez menjave 2,40 0,21 
Dekstrin75 3,93 0,27 
dAS10 1,61 0,10 
Dekstrin75 in dAS10 1,13 0,24 
MES 20 g/L 
brez menjave 3,01 2,57 
Dekstrin75 2,24 0,04 
dAS10 2,84 0,11 
Dekstrin75 in dAS10 0,80 0,16 
CaCO3 brez menjave 6,19 0,31 
KONTROLA 6,87 4,33 
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    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
  





Vpliv odvzema CaCl2 pri gojiščih POTC2 z različnimi viri ogljika in dušika in dodanima 
pufroma MOPS ali MES na produkcijo OTC 
 
Vrsta pufra in koncentracija v g/L Vrsta menjave in koncentracija v g/L OTC v g/L st. dev. 
MOPS 20 
Škrob75 in sojina moka10 4,25 0,07 
Dekstrin75 2,23 0,13 
Škrob75 in dAS10 2,06 0,05 
Dekstrin in dAS10 0,40 0,03 
Topni škrob75 3,03 0,14 
Topni škrob75 in dAS10 1,05 0,04 
MES 20 
Škrob75 in sojina moka10 4,10 0,34 
Dekstrin75 2,07 0,08 
Škrob75 in dAS10 1,90 0,08 
Dekstrin in dAS10 0,69 0,01 
Topni škrob75 1,98 0,08 
Topni škrob75 in dAS10 0,72 0,65 
KONTROLA 3,43 0,17 
 
 
